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ATPase Adenosintriphosphat spaltendes Enzym
BFGF Basic Fibroblast Growth Factor
BDNF Brain Derived Neurotropic Factor
BHS Blut-Hirn-Schranke (=BBB, Blood-Brain-Barrier)
BM Basalmembran
CD Cluster of Diﬀerentiation
cLSM konfokales Laserscanningmikroskop









GFAP Glial Fibrillary Acidic Protein, Saures Gliafaserprotein
HSP Hitze-Schock-Protein
Iba Ionized Calcium Binding Adaptor Molecule-1, Iba-1












NGF Nerve Growth Factor, Nervenwachstumsfaktor
NGS Normal Goat Serum, Ziege-Normalserum
NVU Neurovascular Unit, Neurovaskuläre Einheit
PAF Plättchen-aktivierender Faktor
PBS phosphate-buﬀered saline, Phosphat-gepuﬀerte Kochsalz-
lösung
PEDF Pigment Epithelium-Derived Factor, Pigmentepithel-
assozierter Faktor
PFA Paraformaldehyd
ROI Region Of Interest
RSA Rinderserumalbumin
rtPA recombinant tissue plasminogen activator, rekombinanter
Gewebsplasminogenaktivator, Alteplase
SITS-Register „Safe Implementation of Treatments in Stroke“-Register
STL Solanum tuberosum Lektin
TBS Tris-gepuﬀerte Kochsalzlösung (Tris-buﬀered saline)
TBS-RSA Tris-gepuﬀerte Kochsalzlösung, 2% Rinderserumalbumin
enthaltend
TJ Tight Junction, Schlussleistenkomplex
TLR Toll-Like-Rezeptor
tMCAO transient Middle Cerebral Arteria Occlusion, transienter
Verschluss der Arteria cerebri media
TNF↵ Tumor-Nekrose-Faktor ↵
TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
VEGF Vascular Endothelial Growth Factor, Vaskulärer endothe-
lialer Wachstumsfaktor
ZNS Zentrales Nervensystem
SI- und SI-konforme sowie im Duden verzeichnete Einheiten sind nicht aufgeführt.
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1 Einleitung
1.1 Charakterisierung des Schlaganfalls
1.1.1 Begriﬀsdefinition
Die WHO definiert den Schlaganfall als ein sich rasch entwickelndes Zeichen einer fo-
kalen oder globalen Störung der zerebralen Funktion, woran sich Symptome anschlie-
ßen, die 24 Stunden oder länger dauern oder gar zum Tode führen, ohne scheinbare
Ursachen außer einer vaskulären (Bonita 1992). Diese Definition fasst ischämische
und hämorrhagische Entitäten des Schlaganfalls zusammen, da sich die Genese pri-
mär anhand der Symptome (Tabelle 1.1) nicht näher definieren lässt. In ca. 80% der
Fälle liegt dem Syptomkomplex Schlaganfall ein zerebraler Infarkt (Synonym: Hirnin-
farkt) durch einen embolischen oder thrombotischen Verschluss bzw. Teilverschluss
einer hirnversorgenden Arterie zugrunde. Die verbleibenden 20% der Fälle sind hä-
morrhagische Schlaganfälle, ausgezeichnet durch intrazerebrale oder subarachnoidale
Blutungen (Kolominsky-Rabas et al. 1998).
1.1.2 Epidemiologie
Der Schlaganfall ist eine gesellschaftlich und gesundheitsökonomisch bedeutende aku-
te Erkrankung. Zahlen der American Heart Association (AHA) zeigen rund 800.000
Schlaganfälle jährlich für die Vereinigten Staaten von Amerika, davon ca. 610.000 Ers-
tereignisse (Mozaﬀarian et al. 2016). Publizierte Daten aus Deutschland (2008) gehen
von 196.000 Neuerkrankungen sowie 66.000 Rezidivereignissen jährlich aus (Heusch-
mann et al. 2010). Sekundäre Daten zeigen für das Jahr 2013 eine Zahl von 242.061
nach ICD-10-Code als I63 (Hirninfarkt, ohne hämorragischen Schlaganfall) klassifi-
zierten primären und sekundären Ereignisse. Die Alters-standardisierte Inzidenz be-
trägt demnach 216/100.000 Einwohner; sie steigt von 22/100.000 in der Altersgruppe
der unter 45-Jährigen auf 1.125/100.000 in der Gruppe der über 65-Jährigen (Ge-
sundheitsberichterstattung des Bundes, Diagnosedaten der Krankenhäuser ab 2000,
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Tabelle 1.1: Symptome bei einem akuten ischämischen / hämorrhagischen Schlaganfall (nach Mu-
menthaler und Mattle 2008)
Symptom
- Motorische und sensible Halbseitensyndrome




- Gangstörung, Gleichgewichts- oder Koordinationsstörung (Ataxie)
- Fehlende Wahrnehmung eines Teils der Umwelt oder des eigenen Körpers (Neglect)
- Schluckstörungen (Dysphagie)
- Orientierungsstörungen
Eckdaten der vollstationären Patienten und Patientinnen, Jahr 2013). Es wird deut-
lich, dass vor allem ältere Menschen betroﬀen sind. Verschiedene Autoren gehen
von einer geringfügig abnehmenden Inzidenz der Erstereignisse aus (Lee et al. 2011,
Kolominsky-Rabas et al. 2015). Nach erlittenem Primum beträgt das Risiko eines
Sekundärereignisses ein Jahr später 11,1%, nach 5 Jahren bereits 26,4% (Mohan et
al. 2011). Auch die demographische Entwicklung in Deutschland trägt dazu bei, dass
der Schlaganfall ein gesellschaftliches Problem mit hoher sozioökonomischen Bedeu-
tung bleibt (Meairs et al. 2006, Endres et al. 2008). Eine Prognose für den Zeitraum
zwischen 2006 und 2025 geht davon aus, dass ca. 3,5 Mio. primäre Schlaganfälle di-
rekte Kosten von mehr als 100 Mrd. Euro verursachen werden (Kolominsky-Rabas et
al. 2006). Unberücksichtigt bleiben dabei die Aufwendungen für die dauerhafte Pfle-
ge der Patienten, die nach Hospitalisierung und Rehabilitation nicht ohne bleibende
Schäden sind. 25% der Betroﬀenen leiden 3 Monate nach erstmaligem Hirninfarkt
unter schweren Beeinträchtigungen des täglichen Lebens. Damit ist der Schlaganfall
die häufigste Ursache für erworbene Behinderungen im Erwachsenenalter (Ward et
al. 2005).
1.2 Blut-Hirn-Schranke (BHS) und Neurovaskuläre
Einheit (NVU)
Die Blut-Hirn-Schranke (BHS, blood-brain-barrier, BBB) ist eine einzigartige, selek-
tive Diﬀusionsbarriere zwischen intra- und extravasalem Raum im ZNS. Sie verhin-
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dert den unkontrollierten Übertritt von Substanzen aus dem Blut in das Hirngewebe
(Ballabh et al. 2003) und sichert somit die empfindliche zerebrale Homöostase von Io-
nen, Neurotransmittern und Makromolekülen (Abbott et al. 2010). Gleichzeitig dient
sie als Schutz vor Neurotoxinen. Aktuell ändert sich die Betrachtung der BHS von
einer statischen hin zu einer dynamischen und komplex regulierten Barriere, die den
Bedürfnissen des gesamten Organismus dient (Dyrna et al. 2013). Das Konzept der
Neurovaskulären Einheit (Neurovascular Unit, NVU) beschreibt diese Regulation als
ein Zusammenspiel aller beteiligten Zellen (del Zoppo 2006, 2009). Diese umfassen
vaskuläre Zellen (Endothel, Perizyten und glatte vaskuläre Muskelzellen), Gliazellen
(Astrozyten, Mikroglia) und perivaskuläre Neurone. Daraus ergibt sich eine wech-
selseitige Abhängigkeit: Ohne funktionierende NVU und BHS können die Neurone
des ZNS nicht adäquat arbeiten, und ohne den neuronalen Einfluss auf die BHS ist
wiederum deren Funktion beeinträchtigt.
1.2.1 Zelluläre und azelluläre Bestandteile der BHS
Die BHS ist im Bereich der zerebralen Mikrogefäße ausgebildet. Diese sind durch ihren
Durchmesser von <100 µm definiert und beinhalten damit ausschließlich präkapilläre
Arteriolen, Kapillaren sowie postkapilläre Venolen (del Zoppo 1994). Abbildung 3.1
zeigt eine schematische Darstellung der BHS, deren Hauptkomponenten sich wie folgt
beschreiben lassen:
1. Die Endothelzellen der zerebralen Mikrogefäße überlappen und sind dort durch
Tight Junctions (TJ) miteinander verbunden (Reese und Karnovsky 1967). Der in
allen anderen Kapillaren des Körpers gewährleistete parazelluläre Molekültransfer ist
damit kaum möglich. Diﬀusion findet vor allem transzellulär statt (Pardridge 1998).
2. Abluminal angrenzend an die Endothelzellen findet sich eine besonders dicke und
dichte Basalmembran (BM). Sie ist teilweise das Fusionsprodukt von endothelialer
und astrozytärer Extrazelulärmatrix, jedoch können beide Basalmembranen auch für
sich stehen (Sixt et al. 2001). Die endotheliale BM wird gebildet durch eine Schicht
aus Laminin 8 (↵4 1 1) und Laminin 10 (↵5 1 1) sowie einer Schicht aus Kolla-
gen IV (Wu et al. 2009, Sixt et al. 2001). Beide Schichten sind netzartig verbunden
durch das Protein Entaktin (Nidogen-1). Assoziiert finden sich weiterhin Glykosami-
noglykane und Proteoglykane wie Fibronektin und Vitronektin (Wagner und Hamann
2003). Im astrozytären Teil der BM findet man die Lamininisoformen 1↵1 1 1) und
2(↵2 1 1). Die unterschiedlichen Laminine haben Einfluss auf die Ausbildung und
Funktion der BHS. Zusätzlich spielen sie eine entscheidende Rolle beim Übertritt von
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Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der Bestandteile der BHS im Bereich einer Hirnkapillare.
Abb. modifiziert nach Zlokovic (2011).
Leukozyten in das Hirnparenchym (Sixt et al. 2001, Agrawal et al. 2006). In die BM
eingebettet sind Perizyten, deren Funktion essentiell für die Ausbildung der physio-
logischen BHS ist (Daneman et al. 2010, Krüger und Bechmann 2010).
3. An die BM angrenzend findet sich eine dichte Schicht aus Astrozytenfortsätzen, die
sogenannte Glia limitans. Sie gewährleistet unter anderem die interzellulären Wech-
selwirkungen zwischen Endothelzellen, Perizyten und Astrozyten. Botenstoﬀe aus
den Astrozytenfortsätzen und Perizyten führen zur Ausbildung der TJ zwischen den
Endothelzellen sowie der oben beschriebenen BM und ermöglichen damit die Konfi-
guration der BHS (Hayashi et al. 1997). Der Kontakt zwischen Astrozytenfortsätzen
und Endothelzellen ist im Bereich der präkapillären Arteriolen und der postkapillä-
ren Venolen aufgrund von dazwischen liegenden glatten Muskelzellen erschwert. Das
hat zur Folge, dass die TJ zwischen den Endothelzellen weniger zahlreich ausgebildet
werden, sodass die BHS für gelöste Stoﬀe des Blutes besser passierbar ist. Kompen-
siert wird dies durch phagozytierende Zellen (Mikroglia, Makrophagen, Perizyten),
die als Molekülfänger und damit als Bestandteil der BHS verstanden werden sollten
(Bechmann et al. 2007).
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1.2.2 Diﬀusion und aktiver Transport
Diﬀusion findet im Bereich der BHS transzellulär statt, da der parazelluläre Raum
zwischen den Endothelzellen durch TJ nahezu verschlossen ist. Grundsätzlich gilt: Je
stärker die Lipophilie und je kleiner das Molekulargewicht von Substanzen sind, desto
schneller können sie passiv entlang eines Diﬀusionsgradienten die Endothelzellmem-
bran überwinden (Pardridge 1998). Damit ist gewährleistet, dass essentielle Gase wie
Sauerstoﬀ und Kohlendioxid nahezu frei diﬀundieren können. Nährstoﬀe wie Glukose
und Aminosäuren haben ein zu hohes Molekulargewicht (<400-500g/mol) und/oder
sind zu hydrophil, um die Zellmembranen in ausrechendem Maße zu penetrieren, so-
dass hier das Prinzip der erleichterten Diﬀusion greifen muss. Dabei werden die Mo-
leküle über sogenannte Carrier-Proteine wie z.B. den Glukosetransporter 1 entlang
des Konzentrationsgefälles durch die Zellmembran geschleust (Pardridge et al. 1990,
Palacin et al. 1998). Bestimmte Makromoleküle wie z.B. Peptidhormone, Lipoprotei-
ne und Zytokine gelangen mittels Rezeptor-vermittelter Transzytose durch die BHS.
Dabei binden sie luminalseitig an spezifische Rezeptoren, werden internalisiert, in
Vesikeln zur abluminalen Seite transportiert und dort in den Extrazellulärraum frei-
gesetzt (Duﬀy et al. 1988). Lipophilen Makromolekülen, darunter auch potentiellen
Neurotoxinen, ist es möglich, die Zellmembranen der Endothelzellen und der Astro-
zyten passiv zu penetrieren. Trotzdem findet man unerwartet geringe Übertrittsraten
für diese Art von Molekülen. Verantwortlich dafür scheinen ABC-Transporter, die
verschiedenste lipophile Moleküle unter ATP-Verbrauch eﬀektiv ausschleusen (Begley
2004). Sie leisten damit einen wichtigen Beitrag zur Entgiftung des ZNS (Pahnke et al.
2009). Unterschiedliche Subtypen der ABC-Transporter sind sowohl in der Membran
von Endothelzellen als auch der von Astrozyten und Perizyten ausgebildet (Shimizu
et al. 2008, Wolburg et al. 2009). Inzwischen werden die Ursachen neurodegenera-
tiver Erkrankungen wie beispielsweise der Alzheimerschen Erkrankung, des Morbus
Parkinson und der Multisystematrophie unter anderem in einer Dysfuntion der ABC-
Transporter gesehen, die zu einer Akkumulation von neurotoxischen Proteinen und
Peptiden führt (Pahnke et al. 2014).
1.2.3 Elektrolyte und Wasserhomöostase
Kleine polare Moleküle wie Wasser (H2O) und Elektrolyte diﬀundieren durch die li-
pophile Zellmembran kaum. Im Fall der Elektrolyte kann mithilfe von aktiven Trans-
portern (z.B. Na+-K+-ATPase) und Ionenkanälen die Zusammensetzung des intra-
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und extrazellulären Ionenmilieus genau reguliert werden. Dies ist entscheidend, um
die Fähigkeit der Zellen zu De- und Repolarisation zu erhalten. Zudem findet man
unterschiedliche Ionenkonzentrationen in der interstitiellen Flüssigkeit des ZNS (Li-
quor cerebrospinalis) und im Blutplasma (Abbott et al. 2010) (siehe dazu Tabelle
1.2). Während die Elektrolyte des Blutplasmas stärkeren situativen Schwankungen
ausgesetzt sind, wird das Ionenmilieu im Gehirn konstanter gehalten (Hansen 1985).
Wasser gelangt durch die Zellmembran mit Hilfe von Wasser-Kanalproteinen, den
Aquaporinen, die diesen passiven Wassertransport durch die lipophilen Membranen
ermöglichen (Day et al. 2014). In den Zellmembranen der Astrozytenendfüße findet
man mehrere Subtypen der Aquaporine; dominierend tritt Aquaporin 4 (AQP4) auf
(Vella et al. 2015).
1.2.4 Astrozyten
Astrozyten sind oftmals sternförmig erscheinende Gliazellen, die isolierend zwischen
den zerebralen Blutgefäßen, den Hirnhäuten und den Neuronen platziert sind (Sofro-
niew und Vinters 2010). Ihre Funktion ist unter anderem die mechanische Stabilisie-
rung der Neurone im glialen Gerüst. Dazu besitzen sie ein für diesen Zelltyp spezifi-
sches Intermediärfilament, das Saure Gliafaserprotein (glial fibrillary acidic protein,
GFAP). Sie steuern zudem die Zusammensetzung des extrazellulären Milieus im ZNS
und bilden zusammen mit den Endothelzellen und der BM der Kapillaren die BHS
(Sofroniew 2015). Als Teil der neurovaskulären Einheit kontrollieren sie außerdem
den lokalen Blutfluss und versorgen die Neurone mit Stoﬀwechselsubstraten (Zonta
et al. 2003, Mulligan und MacVicar 2004, Magistretti 2006). Zusätzlich nehmen sie
durch die Freisetzung von neurotropen Faktoren Einfluss auf die Diﬀerenzierung und
das Überleben von Neuronen (Junqueira und Carneiro 1996). Als ortsständige Zellen
des ZNS sind sie von einer lokalen Ischämie direkt betroﬀen. Nach Aktivierung durch
Botenstoﬀe neuronalen Ursprungs, wie Glutamat, Stickstoﬀmonoxid oder Fraktalkine
(Verge et al. 2004, Liu et al. 2006), reagieren sie mit Proliferation und mit der Frei-
setzung von proinflammatorischen Zytokinen (Shimada et al. 2011). Kürzlich wurde
das Dogma der (astroglialen) Glianarbe als Hemmnis für axonales Wachstum wider-
legt und definierte Sekretionsprodukte von Astrozyten wie z.B. Chondroitinsulfat-
Proteoglykane (CSPG) können dort sowohl wachstumsfördernd als auch -hemmend
wirken (Anderson und Burda et al. 2016).
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Tabelle 1.2: Elektolytkonzentrationen in Blutplasma und Liquor. Tabelle modifiziert nach Abbott
et al. (2010).
Elektrolyt Einheit Plasma Liquor
Na+ mM 140 141
K+ mM 4,6 2,9
Ca2+ mM 5,0 2,5
Mg2+ mM 1,7 2,4
Cl  mM 101 124
HCO 3 mM 23 21
Osmolarität mOsmol 305,2 298,5
pH 7,4 7,3
1.2.5 Mikroglia und Makrophagen
Makrophagen entstammen der monozytären Zelllinie und sind ubiquitärer Bestand-
teil von Säugetiergeweben. Ihre Vorläuferzellen, die Monozyten, erreichen mit dem
Blutstrom alle Regionen des Körpers (Gordon et al. 2005). Nach der Einwanderung
in ihr Zielgewebe diﬀerenzieren sie sich zu spezialisierten Makrophagensubtypen, wie
z.B. zu Osteoklasten im Knochen, zu Histiozyten im Bindegewebe oder zu den Kupf-
ferzellen der Leber (Gordon et al. 2005). Die Makrophagen des ZNS werden Mikro-
gliazellen genannt und stammen aufgrund ihrer monozytären Herkunft nicht wie die
Makroglia (Astroglia, Oligodendroglia) vom Ektoderm, sondern vom Mesoderm ab
(Kreutzberg 1996, Streit et al. 1999, Chan et al. 2007). Im physiologischen Zustand
liegen sie als stark ramifizierte Zellen im Gewebe und überwachen ihre Umgebung
hinsichtlich pathologischer Prozesse (Kettenmann und Verkhratsky 2008, Lüllmann-
Rauch 2009). Dabei sind sie keinesfalls als ruhende Zellen anzusehen, denn die Zell-
fortsätze sind ständig in Bewegung (Nimmerjahn et al. 2005, Soulet und Rivest 2008).
Aktiviert werden Mikrogliazellen unter anderem über Toll-Like-Rezeptoren (TLR) auf
ihrer Oberfläche, die unspezifisch pathologische Antigene erkennen (Olson und Miller
2004). Im Fall der zerebralen Ischämie kommt es zur Aktivierung der TLR durch
endogene Proteine wie z.B. das Hitze-Schock-Protein (heat shock protein, HSP) 60,
HSP 70 oder Fibrinogen. Zudem spielen autokrin sezernierte Interleukine (z.B. IL-
12, IL-10) eine wichtige Rolle (Hanisch und Kettenmann 2007). Weiterhin konnte
gezeigt werden, dass Neurone aktiv an der Kontrolle der Mikroglia beteiligt sind.
Sie exprimieren im gesunden Zustand Membranrezeptoren (CD200), die mit spezifi-
schen Rezeptoren auf der Mikrogliazelloberfläche interagieren und so eine Aktivierung
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verhindern (Hoek et al. 2000, Wright et al. 2000). Kommt es zur neuronalen Schädi-
gung (z.B. durch Hypoxie), verringert sich die neuronale Hemmung der Mikroglia und
führt zu deren veränderten Aktivierungszustand (Nimmerjahn et al. 2005, Biber et
al. 2007). Im aktivierten Zustand geht die Mikroglia in eine amöboide Zellform über,
fähig zur gerichteten Migration und Proliferation sowie zur Übernahme von klassi-
schen Makrophagen-Funktionen (Hanisch und Kettenmann 2007). Dazu zählen Pha-
gozytose, Antigenpräsentation, Produktion von zytotoxischen Substanzen wie freie
Sauerstoﬀradikale und Sezernierung von Entzündungsmediatoren wie z.B. Tumor-
Nekrose-Faktor ↵ (TNF↵), und Interleukin 1  (IL-1 ) (Stoll und Jander 1999).
1.2.6 Perizyten
Zu den zahlreichen Funktionen der Perizyten gehört ihre Teilhabe an der Regulation
der BHS, der Angiogenese, des Blutflusses sowie an Immun- und Phagozytoseprozes-
sen. Perizyten gelten darüber hinaus als mögliche Quelle pluripotenter Stammzellen
(Krüger und Bechmann 2010, Sa-Pereira et al. 2012, Sweeney et al. 2016). Weite-
re Untersuchungen zeigen, dass Perizyten während der Entwicklung der zerebralen
Blutgefäße sowie beim Erhalt der Struktur und Funktion von reifen Gefäßen eine ent-
scheidende Rolle spielen. So kommt es in Knockout-Mäusen zu Mikroaneurysmen,
endothelialer Hyperplasie und abnormaler TJ-Konfiguration (Lindahl et al. 1997,
Hellström et al. 2001, Daneman et al. 2010). Zudem findet sich eine vermehrte Sekre-
tion von Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) und Angiopoetin 2 (ANG2),
die beide die Permeabilität der Mikrogefäße erhöhen können (Hellström et al. 2001,
Daneman et al. 2010). Vergleichende Studien zeigen, dass auch bei erwachsenen Tie-
ren durch eine geringere Anzahl an Perizyten innerhalb der Gefäßwand sowohl die
Permeabilität der BHS erhöht als auch die Genexpression der Endothelzellen verän-
dert wird (Bell et al. 2010). Zusätzlich wurde beobachtet, dass die Astrozytenendfüße
der Glia limitans ihre zum Erhalt der Struktur wichtige Polarität verlieren (Armulik
al. 2010). Die genaue Herkunft der Perizyten des ZNS bleibt bis heute unklar. Disku-
tiert wird ihre Abstammung aus dem Mesoderm oder aus dem Neuroektoderm sowie
von Monozyten (Sa-Pereira et al. 2012).
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1.3 Pathophysiologie des Schlaganfalls
1.3.1 Perfusion und exzitatorische Reaktion
In körperlicher Ruhe wird dem Gehirn Blut von etwa 15% des Herzzeitvolumens zu-
geführt, obwohl das Gewicht dieses Organs nur 2% des Gesamtkörpergewicht beträgt
(Heckmann et al. 2001). Die enorme Stoﬀwechselaktivität spiegelt sich auch im ho-
hen Sauerstoﬀbedarf von 20% des Gesamtbedarfs des Körpers wider (Erecinska und
Silver 2001). Zudem benötigt das Gehirn ca. 20% des Gesamtangebots an Glukose,
die nahezu alleiniger Energielieferant ist (Hermann et al. 2010).
Wird die Zufuhr von Blut und damit auch von Sauerstoﬀ und Glukose unterbunden,
kann der Funktionsstoﬀwechsel aufgrund geringer Energiespeicherkapazität nur et-
wa 5 Minuten lang aufrechterhalten werden. Danach kommt es zur unkontrollierten
Depolarisation von Neuronen und Gliazellen im unterversorgten Gebiet, weil die Io-
nentransporter der Zellmembranen den physiologischen Ionengradienten nicht mehr
stabilisieren können (Martin et al. 1994). Spannungssensible Kalzium-Kanäle werden
aktiviert und der folgende intrazelluläre Einstrom von Kalzium führt zur Freisetzung
von exzitatorischem Glutamat und weiteren Aminosäuren (Katsura et al. 1994). Re-
sultierend aus der unkontrollierten glutamatergen Übererreaktion werden Kanäle für
monovalente Ionen durchlässig. Es kommt zum Übertritt von Natrium- und Chlorid-
ionen in die Zelle, worauf Wasser passiv folgt und zur zytotoxischen Ödemformation
führt. Der damit angestiegene Gewebsdruck vermindert schließlich die Perfusion im an
das primäre Infarktareal angrenzende Gewebe (Dirnagl et al. 1999), der sogenannten
Penumbra (Astrup et al. 1981).
1.3.2 Zelluläre und molekulare Mechanismen der Inflammation
Die Erhöhung der intrazellulären Konzentration des ubiquitären Second Messengers
Kalzium in Astrozyten, Perizyten und Mikroglia aktiviert zudem eine Reihe zyto-
plasmatischer und nukleärer Prozesse, die erheblich zur Gewebsschädigung beitragen.
Proteolytische Enzyme, die Proteine des intrazellulären Zytoskeletts (Aktin, Spektrin)
und der Basalmembran (Kollagen, Laminin) abbauen, werden aktiviert (Chen et al.
1997, Furukawa et al. 1997). Zudem entstehen durch die aktivierte Phospholipase A2
und Zyklooxygenase vermehrt freie Sauerstoﬀradikale, die vor allem Zellmembranen
schädigen. Sowohl freie Sauerstoﬀradikale als auch stark erhöhte intrazelluläre Kal-
ziumkonzentrationen sind Induktoren von Inflammation und Apoptose (Dirnagl et al.
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Abbildung 1.2: Vorgeschlagener Ablauf der schädigenden Ereignisse bei fokaler Ischämie (nach
Dirnagl et al., 1999)
1999).
Zusätzlich kommt es als Teil der Aktvierungsreaktion von Astrozyten, Mikroglia und
Perizyten zur Synthese und Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen wie
TNF↵, IL-1  und dem Plättchen-aktivierenden Faktor (PAF) (Rottweil und Hop-
kins 1995). Diese Faktoren und die oben genannten Entzündungsmechanismen füh-
ren zu einer weiteren Aktivierung der ortsständigen Glia sowie zur Einwanderung
von neutrophilen Granulozyten, Makrophagen und T-Zellen aus dem Blut (Planas
et al. 2006) im Bereich der postkapillären Venolen (Owens et al. 2008). Damit ein-
hergehend ist das unter Normalbedingungen immunpriviligierte Hirn nun unter dem
Einfluss der systemischen Immunreaktion (Patel et al. 2013). Vor allem neutrophile
Granulozyten schädigen die Zellen im Bereich der Penumbra durch die Bildung von
freien Sauerstoﬀradikalen (Forster et al. 1999), die Freisetzung von Apoptose einlei-
tenden Zytokinen (TNF↵) und Aktivierung der Freisetzung neurotoxischer Moleküle
aus Mikroglia und Astrozyten über IL-1  (Amantea et al. 2009, Jin et a. 2010). Die
Inflammationsreaktion wird durch Makrophagen beendet - via Apoptoseinduktion
und Phagozytose der neutrophilen Granulozyten (Meszaros et al. 2000). Während
Zellen im Infarktkern schon innerhalb der ersten Minuten der Ischämie nekrotisieren,
erleiden die Zellen im Gebiet der Penumbra den großen Teil des Schadens in den
Stunden und Tagen nach dem primären vaskulären Ereignis, vornehmlich durch die
oben beschriebenen Entzündungsreaktionen (Dirnagl et al. 1999, Kunz et al. 2010).
Daher ist es Ziel der aktuellen akuten Schlaganfalltherapie und der Schlaganfallfor-
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schung, die ablaufende Inflammation im Gebiet der Penumbra zu beeinflussen und
damit Neurone und Gliazellen zu schützen (Dirnagl und Endres, 2014).
1.4 Therapie des Schlaganfalls
Bis heute sind lediglich zwei Möglichkeiten der Therapie des akuten ischämischen
Schlaganfalls etabliert. Zum einen stützt sich die aktuelle akute Schlaganfallthera-
pie auf die Wiedereröﬀnung verschlossener Hirngefäße durch intravenöse Thromboly-
se mittels recombinant tissue plasminogen activator (rtPA, rekombinanter Gewebs-
plasminogenaktivator, Alteplase) innerhalb der ersten 4,5 Stunden nach Beginn der
Schlaganfallsymptomatik (Hacke et al. 2008; siehe auch 1.4.1). Zum anderen konn-
te gezeigt werden, dass Patienten mit einem Verschluss der proximalen anterioren
intrakraniellen Gefäße von einer intraarteriellen Katheterlyse mittels Alteplase oder
Urokinase bzw. von einer mechanischen Thrombektomie nach vorheriger systemi-
scher rtPA-Lyse profitieren können (Berkhemer et al. 2015; siehe auch 1.4.2). Dar-
über hinaus kann das Outcome der Patienten verbessert werden, wenn eine intensive
Basistherapie durchgeführt wird, in deren Rahmen allgemeine Parameter wie z.B.
der Blutdruck, die Oxygenierung des Blutes und der Glukosestoﬀwechsel kontrolliert
und gegebenenfalls therapiert werden (aktuell gültige Leitlinien der Deutschen Ge-
sellschaft für Neurologie, Akuttherapie des ischämischen Schlaganfalls, 2012 - ergänzt
durch Leitlinie zur Rekanalisierenden Therapie, 2015). Ein Nutzen von neuroprotektiv
wirksamen Medikamenten bei der Therapie des akuten Schlaganfalls des Menschen
konnte bisher nicht nachgewiesen werden. Daher ist deren Anwendung in den zitierten
Leitlinien nicht empfohlen.
1.4.1 Thrombolyse mittels Alteplase (rtPA)
Die Reperfusion verschlossener Hirngefäße ist die eﬀektivste Therapie des ischämi-
schen Schlaganfalls (Molina und Shaver 2005). Iatrogen gelingt dies am häufigsten
durch die rtPA-vermittelte intravenöse Thrombolyse. Im Jahr 1995 zeigte eine Studie
erstmals, dass Patienten mit einem akuten ischämischen Schlaganfall von einer The-
rapie mittels rtPA profitieren können (Marler et al. 1995). Im entscheidenden Teil
der Untersuchung wurde das neurologische Outcome der mit Thrombolyse behan-
delten Patienten mit dem der Placebo-Vergleichsgruppe im Intervall von 3 Monaten
verglichen. Dabei wurde die intravenöse Gabe einer körpergewichtsadaptierten Do-
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sis rtPA innerhalb von 180 Minuten nach Auftreten der Schlaganfallsymptomatik
begonnen. Im Ergebnis hatten die lysierten Patienten eine um 30% höhere Chance,
keine oder minimale Behinderungen im 3-Monats-Intervall aufzuweisen - ermittelt an-
hand etablierter Scores wie dem Barthel-Index (Marler et al. 1995). Daraufhin wurde
die Thrombolysetherapie mit rtPA zugelassen und in den Leitlinien zur Schlagan-
falltherapie in den USA und in Europa verankert. Seither konnte in mehreren großen
randomisierten klinischen Studien gezeigt werden, dass Patienten von einer Thrombo-
lysetherapie innerhalb von 4,5 Stunden nach akutem Schlaganfall profitieren (Hacke
et al. 2004, Hacke et al. 2008, Lees et al. 2010). Durch die Analyse der Daten aus dem
internationalen Safe Implementation of Treatments in Stroke-(SITS)-Register konnte
das Ergebnis bestätigt werden (Wahlgren et al. 2007, 2008). Dennoch wird der Be-
handlung mittels rtPA auch zugeschrieben, besonders im gealterten Gehirn die initiale
BHS-Schädigung nach Schlaganfall durch Aktivierung von Entzündungskaskaden zu
verstärken (Kaur et al. 2011, Zhang et al. 2012).
1.4.2 Intraarterielle Behandlung
Befindet sich der arterielle Verschluss in einem proximalen Teil eines intrakraniellen
Gefäßes der anterioren Strombahn, profitiert ein Teil der Patienten zusätzlich von
einer intraarteriellen Intervention mittels Mikrokatheter. Im Rahmen dieser Proze-
dur wird eine lokale Lyse des Thrombus durch regional applizierte Alteplase bzw.
Urokinase vorgenommen und/oder eine mechanische Thrombektomie durchgeführt.
Es konnte gezeigt werden, dass sich der Teil der funktionell unabhängigen Patienten
nach Therapie - anhand des modifizierten Rankin-Scores (0-2 Punkte) - um absolut
13,5% von 19,1 auf 32,5% zugunsten der Interventionsgruppe erhöhte (Berkhemer et
al. 2015). Alle eingeschlossenen Patienten wurden zuvor im therapeutischen Fenster
einer systemischen Lyse zugeführt (vgl. 1.4.1.).
1.4.3 Basistherapie
Nach den Leitlinien der Deutschen Gesellschaft für Neurologie (2012) stellt die so-
genannte allgemeine Behandlung oder Basistherapie den zweiten Pfeiler der akuten
Schlaganfalltherapie dar. Diese kann am besten in speziellen Zentren mit einer Schlag-
anfallstation, der Stroke Unit, gewährleistet werden. Essentiell sind die Überwachung
der Vitalparameter und des neurologischen Status. Speziell ist darauf zu achten, dass
eine gute Oxygenierung der Patienten kontinuierlich gewährleistet ist. In der Akut-
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phase gilt ein leicht hypertensiver Blutdruckbereich als Ziel. Dabei sind stärker hyper-
tensive Blutdruckwerte bis zu einer Grenze von systolisch 220mmHg und diastolisch
120mmHg zu tolerieren, da sie die Durchblutung der Penumbra verbessern. Zusätz-
lich wird empfohlen, den Serumglukosespiegel unter 200mg/dl zu halten, wenn nötig
durch den Einsatz von Insulin. Blutzuckerwerte über dieser Grenze korrelieren mit
einer verschlechterten Prognose (Pulsinelli et al. 1983, Toni et al. 1994, Capes et
al. 2001). Hypoglykämische Zustände sind durch orale oder intravenöse Gabe von
Glukose zu behandeln. Über einer Körpertemperatur von 37,5°C empfiehlt die Deut-
sche Gesellschaft für Neurologie in ihrer aktuellen Leitlinie zur Schlaganfalltherapie
eine antipyretische Behandlung. Zudem sind regelmässige Serumelektrolytkontrollen
durchzuführen; gegebenenfalls ist eine Elektrolytentgleisung auszugleichen. Die ba-
sistherapeutische Behandlung von Schlaganfallpatienten erfolgt vor allem unter pa-
thophysiologisch als sinnvoll erscheinenden Gesichtspunkten, da es an prospektiven
Studien mangelt (aktuell gültige Leitlinien der Deutschen Gesellschaft für Neurologie,
Akuttherapie des ischämischen Schlaganfalls, 2012).
1.5 Experimentelle Grundlagen der vorliegenden
Arbeit
Ein großer Teil der experimentellen Schlaganfallforschung konzentriert sich aktuell
auf die Neuroprotektion. Sie ist der Versuch, Nervenzellen durch pharmakologische
oder molekularbiologische Methoden vor dem Absterben zu bewahren (Brand et al.
2007). Dieser Zielstellung folgte auch eine Arbeit unter der Leitung von Prof. Dr.
Felix Schlachetzki an der Universität Regensburg (Pillai et al. 2013): Am Rattenmo-
dell wurde nach einstündiger Ischämie und anschließender Reperfusion die Wirkung
von zwei potentiellen Neuroprotektiva untersucht. Dazu wurden jeweils äquimola-
re Mengen des Epidermalen Wachstumsfaktors (epidermal growth factor, EGF) und
des Pigmentepithel-assozierten Faktors (pigment epithelium-derived factor, PEDF)
3 Stunden nach Reperfusion für jeweils 4 Stunden intravenös appliziert. Im Folgen-
den wurde mittels Magnetresonanztomographie (MRT) die Ödemformation nach 24,
48 und 96 Stunden sowie nach 1 Woche analysiert. Beide Faktoren reduzierten die
Läsionsgröße zu allen Zeitpunkten im Vergleich zur Kontrollgruppe, PEDF dabei
stärker als EGF. Zusätzlich konnte für PEDF gezeigt werden, dass es der Vergröße-
rung der Ödemformation nach 48h entgegenwirkt und damit einen persistierenden
Eﬀekt auf die BHS hat (Pillai et al. 2013). In Bezug auf dieses Ergebnis wurden die
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verschiedenen molekularen Potenzen der beiden Faktoren diskutiert. Während EGF
nachgewiesene vasodilatative Wirkung besitzt (Zheng et al, 1999), gilt PEDF als In-
hibitor des VEGF-Pathways und damit antiangiogenetisch sowie die Permeabilität
verringernd (Zhang et al. 2006). Zusätzlich vermindert PEDF die Ausschüttung von
radikalen Sauerstoﬀspezies (Ho et al. 2006), die im Bereich der Hirngefäße vasodilata-
torisch aktiv sind. Oﬀen blieben Fragen zu den morphologischen Veränderungen der
neurovaskulären Einheit, die mit den beschriebenen pathophysiologischen Prozessen
korrelieren und Gegenstand der vorliegenden Arbeit sind.
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2 Zielstellung
Die Zielstellung der vorgelegten Arbeit beruhte ganz wesentlich auf den Ergebnis-
sen von Pillai et al. (2013), die im tMCAO-Modell an Ratten mittels MRT eine
Verringerung der Ödemformation und Verkleinerung der Läsionsgröße durch PEDF
gegenüber der EGF- und der Kontrollgruppe nachgewiesen hatten. Das unmittel-
bar nach Abschluss der Studie fixierte Hirngewebe diente in der vorliegenden Arbeit
der histochemischen Analyse, deren Ergebnisse mit den MRT-Daten von Pillai et
al. (2013) verglichen werden sollten. Ausgehend von der Hypothese, dass PEDF die
beschriebene Wirkung durch eine Veränderung der zellulären Bestandteile der NVU
und konsekutiv eine modifizierte Integrität der BHS bewirkt, waren die Analysen auf
wichtige Komponenten der NVU zu fokussieren.
Zunächst sollte anhand der Markierung von extravasalem Albumin das Ausmaß der
BHS-Störung visualisiert werden. Vorgesehen war dann die serielle Darstellung und
vergleichende semiquantitative Analyse von Astrozyten, Mikroglia/Makrophagen so-
wie des Basalmembranproteins Kollagen IV zur Charakterisierung des Einflusses der
Intervention auf die BHS. Um die Basalmembran im Infarktgebiet genauer zu unter-
suchen, wurde zusätzlich Fibronektin markiert.
Abzielend auf die Genese der veränderten Ödembildung, folgte die Immundetektion
von AQP-4 und VEGF, die als Schlüsselmoleküle in Bezug auf die Durchlässigkeit
der BHS für Wasser im Infarktfall gelten. Die funktionell bedeutende räumliche Kom-
munikation von Astrozytenendfüßen und Endothelzellen sollte dann durch simultane
Darstellung von AQP-4 und Endothelzellen analysiert werden.
Um die Ischämie-bedingte Bildung der astrozytären Narbe näher zu untersuchen, wa-
ren weitere Astrozytenmarker zur Interpretation heranzuziehen. Mikroglia und Ma-
krophagen sollten mit verschiedenen Markern visualisiert werden, um die im Infarkt-
und Periinfarktgewebe ablaufende Entzündungsreaktion zu charakterisieren.
Hauptziel war ein verbessertes Verständnis des Einflusses der applizierten Faktoren
auf die BHS nach zerebraler fokaler Ischämie, das bei der Entwicklung neuartiger
neuroprotektiver Strategien genutzt werden könnte.
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3 Studiendesign, Material und
Methoden
3.1 Studiendesign
Die vorliegende Arbeit basiert auf einer Studie unter der Leitung von Prof. Dr. Felix
Schlachetzki, Universität Regensburg (Pillai et al. 2013). Diese Tierversuchsstudie an
Ratten beinhaltete die einstündige Okklusion der Arteria cerebri media mittels eines
Filaments, anschließende Reperfusion und Infusion der potentiell neuroprotektiver
Substanzen EGF und PEDF über einen Zeitraum von weiteren 4 Stunden. Die insge-
samt 47 Tiere wurden in drei Therapiegruppen randomisiert. Die Analysen umfassten
eine mit EGF behandelte Gruppe (n=16), eine mit PEDF behandelte Gruppe (n=14)
sowie eine Kontrollgruppe nach Saline-Behandlung (n=17). Nach den Eingriﬀen kam
es aufgrund von Mortalität sowie Versagern bei der Induktion des Schlaganfalls zu
einem Verlust von 17 Ratten, sodass je Versuchsgruppe 10 Tiere in die Datenerhe-
bung eingingen (Pillai et al. 2013). Mittels MRT wurden Verlaufsergebnisse bis zu
7 Tagen nach dem ischämischen Ereignis hinsichtlich der zerebralen Läsionsgröße,
Ödemformation sowie der Durchlässigkeit der BHS erhoben, welche in der oben ge-
nannten Studie (Pillai et al. 2013) publiziert wurden. Das unmittelbar anschließend
gewonnene, perfusionsfixierte Hirngewebe wurde für die immunhistochemische Ana-
lyse im Rahmen dieser Dissertation zur Verfügung gestellt. Alle Tierversuche, die
gesamte weitere Bearbeitung und Auswertung des Materials erfolgten ohne Kenntnis
über die Zuordnung der Tiere zu den einzelnen Versuchsgruppen. Erst zum Zeit-





Sämtliche Tierversuche wurden nach den Europäischen Richtlinien zur Regelung für
Tierversuche (86/609/EEC) durchgeführt und durch die lokal zuständige Ethikkom-
mission (Ethikkommision für Tierversuchslabore, Medizinische Fakultät, Universi-
tätsklinikum Regensburg) genehmigt.
Als Versuchstiere dienten männliche Sprague-Dawley-Ratten (Janvier, Le Genest-
Saint-Isle, Frankreich) mit einem Körpergewicht von 250-300g.
3.2.2 Chemikalien
Tabelle 3.1: Verwendete Chemikalien und Hersteller bzw. Lieferanten
Chemikalie Hersteller
Biotinyliertes STL Vector, Burlingame, CA, USA
EGF Biotrend Chemikalien GmbH, Köln





PEDF Creative Biomart, Shirley, NY, USA
Rinderserumalbumin Sigma







Tabelle 3.2: Verwendete Lösungen und Hersteller
TRIS-gepuﬀerte Kochsalzlösung, 0,1M, pH 7,4 (TRIS-
buﬀered saline, TBS)
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) Carl Roth
Natriumchlorid, 0,85% [w/v] Carl Roth
mit Salzsäure (HCl, 37%-ig) auf pH 7,4 eingestellt
Phosphat-gepuﬀerte Kochsalzlösung, 0,1M, pH 7,4 (Phospate-
buﬀered saline, PBS)




Tabelle 3.3 zeigt die verwendeten Antikörper-und Lektinkombinationen der Doppel-
und Dreifachmarkierungen.
Tabelle 3.3: Verwendete Antikörper und Hersteller


































Kaninchen-anti-Iba 1:400 Synaptic Systems Cy3-Esel-anti-
Kaninchen IgG






















1:600 Synaptic Systems Cy3-Esel-anti-
Kaninchen IgG
biotinyliertes STL 20µg/ml Vector Cy5-Streptavidin
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biotinyliertes STL 20µg/ml Vector Cy5-Streptavidin
Färbung 6





















1:200 Synaptic Systems Cy5-Esel-anti-
Meerschweinchen
IgG
* Alle fluoreszierenden Immunreagenzien waren von Dianova, Hamburg, Deutschland
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und wurden in einer Konzentration von 20µg/ml TBS, 2% Rinderserum enthaltend,
für eine Stunde mit den Gewebeschnitten inkubiert.
3.3 Methoden
3.3.1 Operatives Vorgehen
Die zerebrale Ischämie wurde bei allen Versuchstieren durch einen 60-minütigem, fila-
mentären Verschluss der linken Arteria cerebri media (transient middle cerebral arte-
ria occlusion, tMCAO) erreicht. Das Verfahren wurde in der erstmals von Longa et al.
(1989) beschriebenen Weise und entsprechend den Modifikationen von Spratt et al.
(2006) durchgeführt. Dabei wurde die Narkose der Tiere durch 5% Isofluran (Isoflu-
ran Baxter, Baxter Deutschland GmbH, Unterschleissheim, Deutschland) in einer
Mischung aus 70% Stickstoﬀmonoxid und 30% Sauerstoﬀ eingeleitet. Nach endotra-
chealer Intubation wurde die Anästhesie mittels 1,5% Isofluran und mechanischer
Nagetierbeatmung (RS Biomed, Sinzing, Deutschland) fortgesetzt. Die Körpertem-
peratur wurde während der gesamten Prozedur durch eine mittels Köpertemperatur
regulierte Wärmeplatte konstant im physiologischen Bereich gehalten. Zu Infusions-
zwecken wurde eine Kanüle in die linke Femoralvene platziert. Anschließend wurde
die Bifurkation der linken Arteria carotis durch einen mittleren Halsschnitt freigelegt.
Okzipitale Äste der Arteria carotis externa wurden dann isoliert, ligiert und disse-
ziert. Nach vorsichtiger Präparation der Arteria carotis interna wurde in diese ein
3 cm langes, Silikon beschichtetes Polyamid-Monofilament 4-0 (Ethicon, Johnson &
Johnson Medical GmbH, Norderstedt, Deutschland) eingebracht und vorgeschoben,
bis eine geringe Resistenz spürbar war. Nach Fixation des Filaments am Stumpf der
Arteria carotis externa und Verschluss des Hautschnittes durch eine Seidennaht wur-
den die Tiere zurück in ihren Käfig verbracht und konnten sich dort nach Erholung
von der Anästhesie frei bewegen. Alle Ratten wurden nach 60 Minuten erneut an-
ästhesiert, der Halsschnitt wiedereröﬀnet und das Filament sanft zurückgezogen, um
die Reperfusion zu ermöglichen.
3.3.2 Behandlung mit EGF und PEDF
Drei Stunden nach Reperfusionsstart beginnend wurden nun für weitere 4 Stunden
1000µL einer Lösung der potentiell neuroprotektiven Substanzen bzw. in der Kon-
trollgruppe physiologische Kochsalzlösung über die Kanüle in der Femoralvene in-
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Abbildung 3.1: Schematische Darstellung des experimentellen Designs. BHS, Blut-Hirn-Schranke;
MCAO, 60-minütiger filamentärer Verschluss der linken Arteria cerebri media;
MRT, Magnetresonanztomographie.
Abb. modifiziert nach Pillai (2013).
fundiert. Dabei erfolgte die Dosierung der Peptide (89,28 µmol/1000µL für EGF;
11,16 µmol/1000µL für PEDF) so, dass äquimolare Dosen zu einer nachgewiesen
neuroprotektiven Dosierung von 50µg/300g Ratte des Wachstumsfaktor brain deri-
ved neurotropic factor (BDNF, 28kDa) erreicht wurden (Zhang et al. 2001). Für 10%
der Gesamtdosis erfolgte die Applikation als Bolus, die restlichen 90% wurden inner-
halb von 4 Stunden mittels einer Mikroinfusionspumpe (Syringe Pump 540,310, TSE,
Bad Homburg, Deutschland) infundiert. Die genutzten Faktoren PEDF (Creative Bio-
mart, Shirley, NY, USA) und EGF (Biotrend Chemikalien GmbH, Köln, Deutschland)
waren rekombinante Proteine.
3.3.3 Gewebevorbereitung
Nach abgeschlossener Bildgebung erfolgte sofort eine tiefe Anästhesie der Tiere mit-
tels intraperitonealer Gabe von Pentobarbital (40mg/kg Körpergewicht). Anschlie-
ßend wurde die Brusthöhle eröﬀnet und der rechte Herzvorhof punktiert. Gekühl-
te Phosphat-gepuﬀerte Kochsalzlösung (pH 7,4, Temperatur < 4°C) wurde nun mit
einem Druck von 110mmHg durch die linke Herzkammer perfundiert, bis farblose
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Flüssigkeit am rechten Herzvorhof gewonnen werden konnte. Anschließend erfolgte
die Fixation des Gewebes durch 4%-ige Phosphat-gepuﬀerte Paraformaldehydlösung
(PFA). Zügig wurde der Rattenschädel eröﬀnet, das Gehirn in toto entnommen und
anschließend zur Vermeidung von Gefrierschäden in Phosphat-gepuﬀerter 30%-iger
Saccharoselösung äquilibriert. Danach konnte das Gewebe tiefgefroren werden. Für
die Langzeitagerung wurde das Gehirngewebe in einer koronaren Ebene in 3 ca. gleich
große Blöcke geschnitten.
Nach Transfer des gefrorenen tierischen Materials in das Paul-Flechsig Institut für
Hirnforschung der Universität Leipzig wurde das Gewebe zunächst erneut zum Ge-
frierschutz in 30%-iger gepuﬀerter Saccharoselösung äquilibriert. Anschließend erfolg-
te die Anfertigung von 30µm dicken koronaren Vorderhirnschnitten mit Hilfe eines Ge-
frierschnittmikrotoms (Leica, Wetzlar, Deutschland), wobei der zu schneidende Block
bei -20°C gehalten wurde. Zur dauerhaften Lagerung bei 4°C wurden die Schnitte in
0,1 M Tris-gepuﬀerte Kochsalzlösung, pH 7,4 mit Zusatz von 0,1 %-igem Natriumazid
überführt.
3.3.4 Fluoreszenzmarkierungen
Eine erste Schnittserie aller Gehirne wurde eine Doppel-Fluoreszenz-Markierung mit
Kaninchen-anti-Kollagen-IV-Antikörpern sowie biotinyliertem STL unterzogen. Dazu
wurden die frei beweglichen Gewebeschnitte zunächst dreimal für je 10 Minuten in
TBS gewaschen. Freie unspezifische Antikörper- und Lektinbindungsstellen wurden
anschließend blockiert durch Waschung auf dem Vertikalschüttler für 1 Stunde in 5%-
igem Ziege-Normalserum (ZNS) in TBS, 0,3 % Triton X-100 enthaltend (TBS-ZNS-
T). Es folgte die Inkubation der Gewebeschnitte mit einer Mixtur aus Kaninchen-anti-
Kollagen-IV-Primärantikörpern (Merck Millipore, Billerica, MA, USA; 1:200 in der
Blockierlösung) und biotinyliertem STL (Vector; Burlingame, CA, USA; 20µg/ml) bei
Raumtemperatur über Nacht. Nach dreimaligem Spülen mit TBS für je 10 Minuten
folgte die Reaktion mit Carbocyanin(Cy3)-konjugiertem-Ziege-anti-Kaninchen IgG
(Dianova, 1:500 ) und Cy2-Streptavidin in 20µg/ml TBS mit 2%-igem Rinderserum-
Albumin (TBS-RSA) für eine Stunde. Anschließend wurden die Präparate nochmals
dreifach für je 10 Minuten in TBS gewaschen und einmalig kurzzeitig mit destilliertem
Wasser gespült. Es folgte das Aufziehen der Schnitte auf mit Eiweißglyzerin benetzte
Objektträger, die Lufttrocknung und das Eindecken der Präparate mit Entellan (in
Toluol).
Für alle gleich histochemisch behandelten Gewebeschnitte je Tier wurde eine histolo-
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gische Kontrolle angefertigt: Die Schnitte durchliefen das oben beschriebene Protokoll
jedoch ohne Inkubation im Primärantikörper. Das Gewebe verblieb für diese Zeit in
der Blockierlösung (TBS-ZNS-T). In den Präparaten war außer der sehr schwachen
Hintergrundfärbung keine Markierung festzustellen. Bei allen weiteren Fluoreszenz-
Markierungen wurden die Kontrollen auf gleiche Weise durchgeführt und werden nicht
wiederholt erwähnt.
In einer zweiten Serie erfolgte eine Dreifach-Fluoreszenz-Markierung von GFAP, Iba
und mittels biotinyliertem STL. Dabei wurde der bereits für die erste Serienmarkie-
rung beschriebene Arbeitsalgorithmus angewandt. Für die Aufschlüsselung der appli-
zierten Antikörper und Lektine (Kombination, Konzentration, Hersteller) siehe Ta-
belle 3.3, die auch Übersicht über die weiteren durchgeführten Mehrfachmarkierungen
gibt (Abschnitt 3.4.3).
3.3.5 Ausschlusskriterien
Tiere, die nach transientem Verschluss der linken Arteria cerebri media nicht zumin-
dest ein neuromotorisches Defizit (z.B. paretisches Versagen beim Strecken der rech-
ten Vorderklaue) aufwiesen, wurden in der Vorläuferstudie von Pillai et al. (2013)
ausgeschlossen. Zudem wurde bei allen Tieren, die nach der Intervention sowohl eine
auﬀällige Atmung als auch ein beeinträchtigtes Bewusstsein zeigten, ein MRT zum
Ausschluss einer subarachnoidalen Blutung vorgenommen. Bestätigte sich die Hämor-
rhagie, wurde das Tier ebenfalls von der zugrunde liegenden Studie ausgeschlossen.
Insgesamt wurden so aus der PEDF-Gruppe n=4, aus der EGF-Gruppe n=6 und aus
der Kontrollgruppe n=7 Tiere entfernt (Pillai et al. 2013). Vier weitere Tiere mussten
nach Präparation des Gewebes ausgeschlossen werden, da sich beim mikroskopischen
Screening Gefrierartefakte fanden, die eine sichere Quantifizierung der Marker un-
möglich machten; diese Ratten gehörten alle zur PEDF-Versuchsgruppe.
3.4 Auswertung
3.4.1 Fluoreszenzmikroskopie
Zum ersten Screening der Fluoreszenz-markierten Strukturen und zur Abschät-
zung der durch die tMCAO veränderten Regionen diente ein Axioplan Fluoreszenz-
Mikroskop (Zeiss, Oberkochen, Deutschland). Lichtquelle für die Fluoreszenzanregung
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war eine 50-Watt-Quecksilberdampflampe.
Zur Entwicklung semiquantitativ auswertbarer Bilddatensätze wurde ein computer-
gestütztes Fluoreszenzmikroskop (Modellreihe BZ-9000) der Firma Keyence (Neu-
Isenburg, Deutschland) verwendet.
Die in dieser Arbeit gezeigten Abbildungen wurden mit Hilfe eines konfokalen
Laserscanning-Mikroskops (cLSM, 510 Meta, Zeiss, Oberkochen) generiert und mit
Hilfe von Microsoft Powerpoint 2016 (Redmond, Washington, USA) zusammgestellt.
3.4.2 Semiquantitative Analyse von Kollagen IV, GFAP und
Iba
Nach eingehendem Screening der Präparate wurde anhand der Lektin-Markierung das
Präparat mit dem größten Infarktareal im Bereich der Basalganglien je Tier ausge-
wählt. Neben diesem wurde je 1 Schnitt mit einer Entferung von 300µm nach rostral
und kaudal in die Analyse aufgenommen. Nach Anfertigung eines Übersichtsscans
wurden pro Schnitt 4 Regions of Interest (ROIs) festgelegt. Davon befand sich im
Gebiet der Basalganglien je eine im zentralen Infarktkern (1) und eine weitere in der
Infarkt-Penumbra (2). Zusätzlich wurde je eine ROI im Bereich des geschädigten ipsi-
lateralen Neokortex (3) und eine weitere im Bereich der kontralateralen Basalgang-lien
(4) definiert (siehe dazu Abbildung 3.2). Diese Vorgehensweise führte zu 12 für die
Semiquantifizierung verfügbaren ROIs je Tier. Folgende weitere Kriterien wurden für
alle ROIs im Vorfeld festgelegt:
(I) Vollständige Ausfüllung der ROI mit dem Zielgewebe
(II) Homogene Gewebestruktur ohne natürliche Gewebsgrenzen (z.B. zwischen Stria-
tum und Neokortex)
(III) Keine Überschneidung der ROIs.
Anschließenden wurde pro ROI und jede zur Semiquantifizierung vorgesehene Markie-
rung eine Bilddatei unter 40-facher Vergrößerung mittels des Fluoreszenz-Mikroskopes
Keyence BZ-9000 generiert. Die weiteren Einstellungen des Mikroskops und zuge-
höriger Aufnahmeeinheit waren wie folgt: Objektiv PlanApo 40-fache Vergrößerung
mit Brennweite 0,95/0.14mm, Apertur 1.0, Belichtungszeit 1/10s, Lichtaufhellung/-
Kontrast (Gain) 0 dB. Als Analysesoftware zur Semiquantifizierung wurde ImageJ
(Opensource, National Institutes of Health (NIH), Bethesda, MD, USA) verwendet.
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Abbildung 3.2: Schematische anatomische Übersicht eines Rattengehirns im koronaren Schnitt,
ca. 0,75mm anterior Bregma. Dargestellt sind der Infarktkern sowie die periphere
Infarktzone (Penumbra) in rot, zudem die Lokalisationen der 4 ROI’s je Schnitt.
Eigene Abbildung nach Papp et al. (2014).
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Endpunkte waren dabei jeweils die Dichte der fluoreszierenden Bildpunkte sowie de-
ren Leuchtintensität. Der Threshold (Schwellenwert der Helligkeit eines Bildpunktes
für die Zählung als positiven Bildpunkt) wurde für die drei Markierungen individu-
ell festgelegt und lag für Kollagen IV bei 22,0, für GFAP bei 23,0 und für Iba bei
24,0. Zugrunde dessen lag eine einheitenlose Größe für die Leuchtintensität von ’kei-
ne messbare Helligkeit’ (0) bis ’maximale Leuchtintensität’ (99,99). Für Bildpunkte,
deren Leuchtintensität unterhalb der Thresholdgrenzen lagen, wurden die Leuchtin-
tensitätswerte auf Null gesetzt.
3.4.3 Qualitative Analysen
Neben den 3 semiquantitativ analysierten Markern wurden an ausgewählten Tieren
eine Reihe weiterer Mehrfach-Markierungen vorgenommen (siehe dazu Tabelle 3.3).
Zu diesen zählen der Mikroglia-/Makrophagen-Oberflächen-Marker CD68 (Cluster
of Diﬀerentation 68) und der Astrozytenmarker S-100  (zytoplasmatisches Kalzium-
bindendes Protein). Zudem wurden Aquaporin 4 (Wasserkanalprotein in Astrozyten-
fortsätzen der BHS) und löslicher VEGF indirekt markiert. Die Mehrfachmarkierun-
gen lassen qualitative Aussagen zu, die ebenfalls Eingang in diese Arbeit fanden. Alle
in diesem Teil der Arbeit gezeigten Bildtafeln wurden mit Hilfe eines konfokalen La-
serscanningmikroskops (cLSM, 510 Meta, Zeiss, Jena) generiert.
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4 Ergebnisse
Alle histochemischen Analysen wurden an Gewebeschnitten von insgesamt 30 Ratten
durchgeführt, die korrespondierend mit den letzten in vivo Daten von Pillai et al.
(2013) 7 Tage nach operativer Ischämie-Einleitung perfundiert und mit Paraformal-
dehyd fixiert wurden.
Um einen ersten Überblick über die BHS-Störung mit Durchlässigkeitsveränderun-
gen zu erhalten erfolgte zunächst eine Doppelmarkierung von Endothelzellen und
Albumin. Die mit Hilfe von biotinyliertem STL und Cy2-Streptavidin dargestellten
Endothelzellen zeigten sich in 2 exemplarisch gefärbten Ratten der Kontrollgruppe
erhalten, jedoch im Ischämie-betroﬀenem Gebiet des Neokortex (Abb. 4.1 A) und
der striatalen Grenzregion (Abb. 4.1 B) teilweise ausgedünnt. Die zeitgleich durch-
geführte Darstellung von Albumin, basierend auf Kaninchen-anti-Serumalbumin IgG
und sekundärem Cy3-Esel-anti-Kaninchen IgG, zeigt das Austreten von Albumin im
Besonderen innerhalb der Zellen des Neokortex und des Neuropils (Abb. 4.1 A, A’).
Bei der gleichzeitigen Darstellung von beiden Markierungen in Abb. 4.1 A”, B wird
dies noch deutlicher.
Zur Generierung einer Übersicht über die Ischämie-bedingten glialen Veränderun-
gen wurde eine Dreifachmarkierung von astroglialem GFAP, Iba in Mikroglia und
Makrophagen sowie der STL-Bindungsstellen von Endothelzellen und Makrophagen
vorgenommen, die exemplarisch in einer Übersichtsdarstellung (Abb. 4.2) sowie im
Gebiet des Striatums (Abb. 4.3A-A”’) und des Neokortex (Abb. 4.3B-B” ’) aus Tie-
ren die Kontrollgruppe zu sehen ist. Die GFAP-Markierung zeigte dabei eine das
Infarktareal abgrenzende Glianarbe aus proliferierten Astrozyten (Abb. 4.3A), und
auch im Neokortex fanden sich neben signalarmen Gebieten solche mit aktivierter
Astroglia (Abb. 4.3B). Zugleich detektierte die Iba-Markierung ramifizierte Mikrog-
liazellen in oﬀensichtlich kaum durch die Ischämie beeinträchtigten Gebieten (Pfeile
in Abb. 4.3A’), aber auch eine Vielzahl von amöboiden Zellen im Infarktareal (Abb.
4.3B, B’). STL visualisiert amöboide Zellen (Abb. 4.3A”, B”) sowie Endothelzellen
(Abb. 4.3B”). Die Überlagerung der drei Färbungen (Abb. 4.3A” ’, B” ’) verdeutlicht
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Abbildung 4.1: Die kombinierte Markierung von Endothelzellen und Albumin-Immunreaktivität
macht den Funktionsverlust der BHS 7 Tage nach Ischämiebeginn im Neokortex
und in der striatalen Grenzregion in zwei Ratten der Kontrollgruppe deutlich. Die
Lektin-histochemische Färbung mit STL und Cy2-Streptavidin zeigt bestehendes,
aber im neokortikalen Ischämie-Gebiet verschmälertes Endothel (A). Die gleich-
zeitige Cy3-Markirung von Albumin mittels Kaninchen-anti-Serumalbumin (A’)
lässt den Permeabilitätsmarker Albumin im Parenchym erkennen; noch deutli-
cher wird dies in der Überlagerung der Färbungen (A”). Es findet sich Albumin-
Immunreaktivität in einigen Perikarya, wobei ein weiteres Tier weniger Albumin-
immunopositive Somata im Bereich der striatalen Grenzregion zeigt (B). Maßstab-
balken: A=75µm, B=100µm. Abb. aus Michalski et al. 2017.
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die Doppelmarkierung von vielen Immunzellen durch Iba und STL, wogegen GFAP
vor allem in den aktivierten Astrozyten am Rand des infarzierten Gewebes zu finden
war.
Für weitere Serienfärbungen wurde die Markierung der STL-Bindungsstellen von
Endothelzellen und aktivierten Mikroglia/Makrophagen mit der Cy3-Darstellung von
Kollagen IV in Basalmembranen kombiniert. Exemplarisch gezeigt werden Abbildun-
gen aus der Grenzregion zwischen Striatum und Neokortex eines EGF-behandelten
Tieres (Abb. 4.4A-A”) und einer Ratte der Konrollgruppe ohne zusätzliche Behand-
lung (Abb.4.3 B-B”). STL visualisiert sowohl striatale Endothelzellen als auch - in
der deutlich abgrenzbaren durch die Ischämie beeinflussten Region - aktivierte Mikro-
glia/Makrophagen (Abb. 4.4A, B). Im infarzierten Gewebe weisen viele Gefäße eine
erhöhte Kollagen IV-Immunreaktivität (Abb. 4.4A’, B’) auf. Die Kolokalisierung von
Mikroglia/Makrophagen und hochreguliertem Kollagen IV in der ischämischen Re-
gion wird besonders deutlich in der Überlagerung der beiden Markierungen in Abb.
4.4A”, B”.
Abbildung 4.5 demonstriert beispielhaft die zur Semiquantifizierung genutzten
mikros-kopischen Aufnahmen. Dabei werden die seriell detektierten Marker Kolla-
gen, GFAP und Iba in den relevanten Lokalisationen dargestellt: jeweils zentral im
ischämischen Areal des ipsilateralen Striatums, im Gebiet der Penumbra (Grenzzone)
und im nicht ischämischen kontralateralen Striatum (Kontrolle). Beobachtet werden
im zentralen ischämischen Bereich eine starke Markierung von Kollagen IV und Iba
exprimierender Mikroglia/Makrophagen, jedoch keine GFAP-positiven Astrozyten.
Im Gebiet der Penumbra erscheinen Kollagen IV- und Iba-Markierung schwächer als
im Zentrum des Infarktes, aber dennoch deutlich prominenter als in der kontralate-
ralen Kontrollaufnahme. Eindrücklich zeigt sich hier im Penumbragebiet eine starke
Immunreaktion für GFAP, die das Vorhandensein von aktivierten Astrozyten im Be-
reich der Glianarbe anzeigt. Einzelne, schwächer durch GFAP markierte Astrozyten
finden sich in der striatalen, kontralateralen Kontrolle.
Der zweite Teil der Abbildung visualisiert die gemessene Dichte (Anzahl der positiv
markierten Bildpunkte mit einer Gesamtbildpunktzahl von 151111 pro mikroskopi-
scher Aufnahme) sowie deren Leuchtintensität (in Abb. 4.5 nur Intensität) in Dia-
grammen über die Gesamtstichprobe. Dabei kommen die Grenzwerte (Threshold)
der Leuchtintensität (individualisert für jeden Marker, siehe Abschnitt 3.4.2) zur An-
wendung. Es zeigen sich bei allen Markierungen sowohl für die Dichte als auch die
Leuchtintensität signifikante Unterschiede in den verschiedenen Lokalisationen, die
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Abbildung 4.2: Exemplarische Übersichtsabbildungen der Fluoreszenz-Dreifachmarkierungen von
GFAP in Astroglia, Iba als Marker für Mikroglia/Makrophagen und STL-
Bindungsstellen von Endothelzellen sowie Makrophagen 7 Tage nach tMCAO in
Ratten der Kontrollgruppe. Die GFAP-Immunreaktivität zeigt sich verringert in
den Gebieten mit Ischämie-bedingten Gewebsschäden im Striatum und Neokor-
tex (A, B). Im Gegensatz dazu sind Iba-Immunreaktivität (A’, B’) und STL-
Markierung (A”, B”) im Ischämiegebiet verstärkt. Die Überlagerung der Färbun-
gen verdeutlicht die gleichzeitig bestehenden Zellveränderungen durch Ischämie
im Striatum und im Neokortex. Maßstabbalken in A” (auch gültig für A, A’) =
250 µm, in B” (auch gültig für B, B’) = 250 µm, in A”‘ and B”‘ = 100 µm. Abb.
aus Michalski et al. 2017.
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Abbildung 4.3: Dreifachmarkierung von GFAP in Astrozyten, Iba als Markierung für Mikro-
glia/Makrophagen und STL-Bindungstellen von Endothelzellen/Makrophagen im
Striatum (A-A”’) und Neokortex (B-B” ’) von Kontrolltieren. Die Cy2-Markierung
von GFAP zeigt eine gliale Narbe bestehend aus proliferierten Astrozyten, die na-
hezu ohne Cy3-Immunsignal für Iba (A’) ist und ramifizierte Mikroglia (Pfeile)
in den weniger Ischämie-betroﬀenen Gebieten zu amöboiden Zellen im zentralen
Infarkt abgrenzt. Die überlagerten Bilder (A” ’, B” ’) demonstrieren die Kolokalisie-
rung von Iba und STL-Bindungstellen als violett erscheinende Zellen. Neokortikal
Cy2-markiertes GFAP (B) bleibt begrenzt auf oﬀenbar aktivierte Astrozyten und
findet sich nicht in den Kortexschichten, die viele Iba-positive (B’; Cy3) und STL-
markierte (B”; Cy5) Mikroglia/Makrophagen (violett in B” ’) enthalten. Zudem zu
beachten ist das augenscheinlich erhaltene Endothel in der GFAP-positiven Re-
gion. Maßstabbalken: A”=200µm, A”’=75µm, B”=200µm, B”’=75µm. Abb. aus
Michalski et al. 2017.
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Abbildung 4.4: Fluoreszenzfärbung von Bindungstellen für STL an Endothelzellen und ak-
tivierter Mikroglia/Makrophagen (Cy2, grün) in Kombination mit der Cy3-
Immunmarkierung von Kollagen IV (rot) in Basalmembranen 7 Tage nach
Ischämie in der Grenzregion zwischen Neokortex und infarzierten Striatum aus ei-
nem EGF-behandelten Tier (A-A”) und aus einer Kontrollratte (B-B”). Der rechte
Teil von (A) präsentiert selektiv STL-markierte striatale Endothelzellen und wird
scharf von der ischämischen Region getrennt, die überwiegend aktivierte Mikro-
glia/Makrophagen anzeigt. Zusätzlich sind die Gefäße häufig stark immunmarkiert
durch anti-Kollagen IV (A), und die räumliche Nähe beider Marker wird deutlich
im fusionierten Bild (A”) sichtbar. Die STL-Färbung in einer Kontrollratte des
eindeutig von Ischämie betroﬀenen lateralen Striatums zeigt viele aktivierte Mi-
kroglia/Makrophagen und einen von diesen Zellen freien Neokortex, in dem schwä-
cher gefärbte Endothelzellen zu sehen sind. Damit einhergehend ist die Kollagen
IV-Immunreaktivität ausschließlich im ischämischen Striatum (B”) unmittelbarer
benachbart zu Immunzellen stark erhöht. Maßstabbalken: A=100µm, B=100µm.
Abb. aus Michalski et al. 2017.
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den optischen Eindruck bestätigen und statistisch untermauern (siehe oben).
Um den Eﬀekt der Behandlung mittels EGF und PEDF im Vergleich zur unbehan-
delten Konrollgruppe zu beziﬀern, wurden die Diﬀerenzen zwischen den gemessenen
Bildpunktdichten und Leuchtintensitäten im Infarktkern (Iba, Kollagen) bzw. der Pe-
numbra (GFAP) und dem kontralateralen Striatum berechnet. Abb. 4.6 visualisiert
dies mithilfe von Diagrammen. Deutlich wird, dass zwei signifikante Unterschiede zwi-
schen den Gruppen nachweisbar waren. So war in der Kontrollgruppe die beschrie-
bene Diﬀerenz der Kollagen IV-Markierung etwa dreimal höher als in der PEDF-
Gruppe. Zudem wurde beim Vergleich der Leuchtintensitätsdiﬀerenzen für GFAP
zwischen PEDF- und EGF-Gruppe ein signifikant höherer Wert zugunsten der Tiere
mit PEDF-Intervention beobachtet. Keinen Einfluss schienen die Interventionen auf
die Markierung von Iba gehabt zu haben; hier wurden keine signifikanten Unterschiede
feststellbar (siehe dazu die beiden unteren Diagramme in Abb. 4.6).
Des Weiteren wurden die gewonnenen Daten (Bildpunktdichte und Leuchtintensität)
hinsichtlich der Korrelation für die Ausprägung der Markierungen von Kollagen IV
und GFAP in der Gesamtstichprobe und den Interventionsgruppen bzw. der Kontroll-
gruppe ausgewertet (Abb. 4.7). Dabei wurde weder in der Gesamtstichprobe noch in
den einzelnen Gruppen ein signifikanter Zusammenhang der beiden Marker deutlich.
Eine weitere Dreifach-Fluoreszenzmarkierung veranschaulicht die gleichzeitige Hoch-
regulierung von Fibronektin und Kollagen IV im Striatum (Abb. 4.8A-A”) und im
Neokortex (Abb. 4.8B-B”) zweier Ratten der Kontrollgruppe, jeweils kombiniert mit
einer STL-Färbung. Das ischämische Gewebe wurde dabei durch eine dichte Immun-
markierung von Fibronektin charakterisiert, das vor allem im Neuropil (Abb. 4.8A),
aber auch in Somata sichtbar wurde (Abb. 4.8B). In den gleichen Regionen zeig-
te sich vaskuläres Kollagen IV stark hochreguliert (Abb. 4.8A’, B’); daneben waren
STL-markierte Mikroglia/Makrophagen zu beobachten (Abb. 4.8A”, B”). Während
sich STL-markierte striatale Endothelzellen nur in Gebieten fanden, die frei von de-
tektierten Immunzellen waren (Abb. 4.8A”), wurden beide Zelltypen im gezeigten
Neokortex sichtbar (Abb. 4.8B”). Die Überlagerung der Markierungen verdeutlichte
(Abb. 4.8A” ’, B” ’), dass Regionen mit erhöhtem Kollagen IV-Immunsignal die Be-
reiche mit vermehrtem Fibronektin und intensiver Mikroglia/Makrophagen-Färbung
flächenmäßig übertrafen.
Darüber hinaus wurde der Nachweis von Kollagen IV und STL-Bindungsstellen mit
der Immunmarkierung von Aquaporin 4 kombiniert. AQP4 ist bekannt für seine Lo-
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Abbildung 4.5: Teil 1: Zur semiquantitativen Analyse genutzte Immunmarkierungen von Kollagen
IV, GFAP und Iba im zentralen Infarktgebiet (Zentrum), der Penumbra (Grenz-
zone) und im kontralateralen Striatum (Kontrolle). Teil 2: Visualisierung der ge-
messenen Dichte der Bildpunkte (/151111 je Bild) sowie der Leuchtintensität (ein-
heitenlose Größe, von ’keine messbare Helligkeit’ (0) bis ’maximale Leuchtintensi-
tät’ (99,99)) in Diagrammen mit Angabe des Signifikanzsniveaus. *** p<0,001, **
p<0,01, * p<0,05. Maßstabbalken: 75µm. Darstellung mit Hilfe eines Fluoreszenz-
mikroskopes BZ-9000 der Firma Keyence (Neu-Isenburg, Deutschland), modifiziert
aus Michalski et al. 2017.
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Abbildung 4.6: Diﬀerenzen zwischen Infarktzentrum (Kollagen, Iba) bzw. Grenzzone (GFAP) und
kontralateralem Striatum in Bildpunktdichte und Leuchtintensität nach Behand-
lungsgruppen mit Angabe des Signifikanzniveaus. ** p<0,01, * p<0,05. Abb. aus
Michalski et al. 2017,modifiziert.
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Abbildung 4.7: Korrelationsdiagramme der Dichte der Bildpunkte und deren Leuchtintensität für
die Markierungen von GFAP und Kollagen in der Gesamtstichprobe sowie der
PEDF-, EGF- und Kontrollgruppe mit Angabe des Korrelationskoeﬃzienten r;
n.s. = nicht signifikant. Abb. aus Michalski et al. 2017,modifiziert.
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Abbildung 4.8: Dreifachfluoreszenzfärbung von Fibronektin (FN), Kollagen IV (Koll) und STL
im Striatum (A-A”’) und im Neokortex (B-B” ’) von zwei Kontrollratten 7 Ta-
ge nach Ischämie. Neben dichter Cy2-Immunmarkierung von FN (A) ist in der
ischämischen Region gleichzeitig die stark hochregulierte Expression von Kolla-
gen IV zu beobachten (A ’, Cy3), vermischt mit lektinhistochemisch dargestellten
Mikroglia/Makrophagen (A”, STL, farbkodiert in blau). Zudem zeigt STL einige
oﬀenbar gesunde Endothelzellen im umgebenden Gewebe. Bemerkenswerterwei-
se zeigen die überlagerten Färbungsmuster (A ” ’) deutlich, dass die Region mit
hochreguliertem Kollagen IV etwas weiter ausgedehnt ist als die Bereiche mit
erhöhter FN und intensiver Mikroglia/Makrophagen-Färbung. Die FN-Färbung
im Neokortex (B) verdeutlicht, dass dieses Protein nicht nur im Neuropil, son-
dern auch in zahlreichen Somata innerhalb des von Ischämie betroﬀenen Gewebes
vorhanden ist, das nur teilweise hochreguliertes Kollagen IV (B’), aber persistie-
rende STL-gefärbte Gefäße enthält (B”). Das überlagerte Bild (B” ’) zeigt einige
FN-enthaltende Zellen mit gleichzeitiger STL-Markierung (Pfeile). Maßstabbal-
ken: A”=100µm, A”’=50µm, B”=100µm, B”’=50µm. Abb. aus Michalski et al.
2017.
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kalisation in der Zellmembran der Astrozytenendfüße, exemplarisch zu sehen in der
lateralen striatalen Grenzregion (Abb. 4.9A-A”’) sowie im Neokortex (Abb. 4.9B-B” ’)
zweier Ratten der Kontrollgruppe. Erneut zeigte sich im ischämischen Gewebe eine
Hochregulation von Kollagen IV in allen Typen von Blutgefäßen (Abb. 4.9A, B),
überwiegend jedoch ohne kolokalisiertes AQP4 (Abb. 4.9A, A’). Lediglich in einigen
Fällen schien AQP4 in Beziehung zu den Blutgefäßen zu stehen (Pfeile in Abb. 4.9B,
B’), was auch im Neuropil der weniger durch die Ischämie beeinträchtigen Regionen
zu finden war. Zusätzlich visualisierte die STL-Markierung einige striatale Endothel-
zellen in der AQP4-positiven Region sowie zahlreiche Mikroglia/Makrophagen im
infarzierten Gewebe (Abb. 4.9A”), wogegen im gezeigten Neokortex Endothelzellen
und Immunzellen vermischt vorkamen (Abb. 4.9B”). Die Überlagerung der striata-
len Markierungen (Abb. 4.9A” ’) resultierte in einem sichtbaren Rand mit erhaltener
AQP4- und Immunzelldarstellung, jedoch ohne detektierbares Kollagen IV. Anderer-
seits verdeutlichte die Überlagerung der Einzelfärbungen im Neokortex (Abb. 4.9B” ’)
das Vorhandensein von verstärkten Kollagen IV-Signalen im Bereich der vaskulären
STL-Markierung.
Die nachfolgend durchgeführte Immunmarkierung von AQP4 und GFAP in einem
Großteil der Astroglia, kombiniert mit STL-Darstellung, ist in Abb. 4.10A-A”’ in
geringerer Vergrößerung gezeigt. Es fehlte die Immunreaktivität von AQP4 im In-
farktbereich (Abb. 4.10A), die jedoch im weniger betroﬀenen Areal zusammen mit
GFAP-markierten aktivierten Astrozyten (Abb. 4.10A’) und STL-positiven Endo-
thelzellen (Abb. 4.10A”) detektierbar war. Zusätzlich wurde eine stärkere lektinhi-
stochemische Markierung im Infarktareal durch dicht gepackte Mikroglia/Makro-
phagen beobachtet. Die separierte Lokalisation von Immunzellen einerseits und den
beiden Astrozytenmarkern andererseits wurde in der Überlagerung der Färbungen
deutlich. Bei höherer Vergrößerung (Abb. 4.10B-B” ’) zeigte sich die vaskuläre AQP4-
Immunreaktivität deutlich von der Ischämiezone ohne Signal separiert. Gleichzeitig
waren GFAP-positive Astrozyten mit zahlreichen verdickten Ausläufern (Abb. 4.10B’)
sowie STL-markierte Mikroglia/Makrophagen (Abb. 4.10B”) sichtbar. Das komple-
mentäre Auftreten beider Marker wird besonders deutlich im Overlay (Überlagerung
der Einzelfärbungen; Abb. 4.10B” ’).
Zudem wurde eine weitere Dreifachfärbung mit den Astrogliamarkern S100  und
GFAP in Verbindung mit den lektinhistochemisch markierten STL-Bindungsstellen
durchgeführt, was exemplarisch für den ischämischen Neokortex einer Ratte aus der
Kontrollgruppe in Abb. 4.11A-A”’ gezeigt ist. Während GFAP vor allem die prolife-
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Abbildung 4.9: Kombinierte Färbung von Kollagen IV (Koll), Aquaporin-4 (AQP4) und STL-
Bindungsstellen im lateralen Striatum (A-A”’) sowie im Neokortex (B-B” ’) von
Kontrolltieren 7 Tage nach Ischämiebeginn. Das stark hochregulierte Kollagen IV
(A) fehlt im komplementären, AQP4-positiven Bereich (A’), in dem sowohl Gefäße
als auch Neuropil sichtbar sind. Parallel dazu werden durch die STL-Färbung (A
”) einige Gefäße in der AQP4-immunpositiven Region und dicht gelagerte Mikrog-
lia/Makrophagen meist im Bereich von hochregulierten Kollagen IV deutlich. Die
Überlagerung der Markierungen (A” ’) zeigt einen türkisfarbenen Rand mit per-
sistierender AQP4-Immunreaktivität und STL-positiven Immunzellen, aber ohne
Kollagen IV-Immunmarkierung. In einem repräsentativen Bild für die neokortika-
len ischämischen Grenzzonen (B) ist die AQP4-Immunfärbung vor allem in den
Gefäßen sichtbar und das Neuropil kaum gefärbt. Allerdings sind einige AQP4 und
Kollagen IV koexprimierende Strukturen - als Zeichen für ischämisches Gewebe -
zu beobachten (Pfeile in B” ’). Das damit einhergehend hochregulierte Kollagen IV
(B’) und die überwiegend vaskuläre STL-Färbung (B”) erscheinen nicht vollständig
komplementär, was noch deutlicher in der Überlagerung (B” ’) wird. Maßstabbal-
ken: A”=100µm, A”’=50µm, B”=100µm, B”’=50µm. Abb. aus Michalski et al.
2017.
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Abbildung 4.10: Simultane Detektion von Aquaporin-4 (AQP4) als Marker für Astrozyten-
Endfüße, GFAP in Astroglia und STL in Endothelzellen und Mikroglia/Makro-
phagen im ischämischen Striatum einer Kontrollratte. Die AQP4-Immunfärbung
(A) bleibt sowohl in Gefäßen als auch im Neuropil des Infarktgewebes abwesend
und ist nur im weniger betroﬀenen Gewebe sichtbar, wo sich zahlreiche Astro-
zyten mit starker GFAP-Immunoreaktivität (A’) zeigen. Dieser Bereich enthält
auch einige STL-markierte Gefäße (A”); zudem färbt STL dicht gepackte Mi-
kroglia/Makrophagen in der ischämischen Region. Die überlagerten Färbemus-
ter verdeutlichen das komplementäre Auftreten von Immunzellen und beiden
Astroglia-Markern. Bei höherer Vergrößerung (B) wird die scharfe Grenze zwi-
schen einer Zone mit vaskulärer AQP4-Immunreaktivität und der Infarktzone
deutlich sichtbar. Die zusätzliche GFAP-Färbung (B’) oﬀenbart stark proliferier-
te Astrozyten mit vielen verdickten Prozessen, die in das zentrale Infarktgebiet
mit dicht gepackten STL-markierten Mikroglia/Makrophagen (B”) reichen. Noch
deutlicher wird dies in der überlagerten Darstellung aller drei Marker (B” ’). Maß-
stabbalken: A”=100µm, A”’=50µm, B”=100µm, B”’=50µm. Abb. aus Michalski
et al. 2017.
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rierten Prozesse der Astrozyten darstellte (Abb. 4.11A’), wurden durch S100  auch
die Somata sichtbar (Abb. 4.11A). STL (Abb. 4.11A”) detektierte dabei im Bereich
der aktvierten Astroglia hauptsächlich die Endothelzellen der Gefäße, wobei in stär-
ker von der Ischämie betroﬀenen Gebieten Mikroglia/Makrophagen dominierten. In
der Überlagerung (Abb. 4.11A”’) wurde das komplementäre Auftreten von aktivier-
ten Astrogliazellen und Immunzellen bestätigt. Des Weiteren wurde deutlich, dass
die meisten Astrozyten GFAP und S100  koexprimierten. Nur eine geringe Zahl an
Zellen war ausschließlich S100 -markiert (Pfeile in Abb. 4.11A”’).
Für eine weitere Dreifachfärbung wurde die Detektion von GFAP- und STL-
Bindungsstellen mit der Immunmarkierung von VEGF kombiniert, hier exemplarisch
belegt für das Striatum einer Ratte aus der EGF-Interventionsgruppe (Abb. 4.12A-
A”’) und eines Kontrolltieres (Abb. 4.12B-B” ’). In der striatalen Grenzregion zeig-
te sich die VEGF-Immunreaktivität am deutlichsten in GFAP-positiven Astrozyten
(Pfeile in Abb. 4.12A, A’, A” ’). Die zusätzliche Markierung durch STL (Abb. 4.12A”)
detektierte in diesem Bereich Endothelzellen, wogegen infarziertes striatales Gewe-
be vor allem aktivierte Mikroglia/Makrophagen enthielt. Im überlagerten Bild (Abb.
4.12A”’) wurde der mit Immunzellen gefüllte Infarktkern sichtbar, der von aktivierten,
GFAP und VEGF-koexprimierender Astroglia begrenzt war. Bei stärkerer Vergöße-
rung - im Striatum eines Kontrolltieres - zeigten sowohl Somata als auch Fortsätze
eine Markierung durch VEGF (Abb. 4.12B) und GFAP (Abb. 4.12B’). STL (Abb.
4.12B”) visualisierte hier Endothelzellen, die in der Überlagerung (Abb. 4.12B” ’) en-
gen Kontakt zu GFAP und VEGF koexprimierenden Astrozytenfortsätzen hatten.
Die abschließend durchgeführte Dreifachfluoreszenzmarkierung von CD68, einem
Marker für einen Teil der Makrophagenpopulation, Iba in Mikroglia/Makrophagen
und astroglialem GFAP wird beispielhaft gezeigt im Striatum einer mit EGF be-
handelten Ratte (Abb. 4.13A-A”’) sowie im Neokortex eines Kontrolltieres (Abb.
4.13B-B” ’). CD68 ließ sich in einigen, meist amöboid erscheinenden Zellen im In-
farktgebiet nachweisen (Abb. 4.13A, B), während zahlreiche Mikroglia/Makrophagen
Iba-positiv waren (Abb. 4.13A’, B’). Beide Marker waren eingeschlossen in eine aus
GFAP-positiven Astrozyten bestehenden Glianarbe (Abb. 4.13A”, B”), während die
stärker ischämischen Regionen frei von GFAP-Immunreaktivität waren. Nach Über-
lagerung der Färbungen zeigte ein Teil der Immunzellen die Koexpression von CD68
und Iba an (Abb.4.13A”’, B” ’).
In Kontrollexperimenten resultierte nach Weglassen von Primärantikörpern und bio-
tinyliertem STL erwartungsgemäß keine zelluläre Markierung.
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Abbildung 4.11: Immunfluoreszenz-Markierung der Astroglia-Marker GFAP und S100 , kombi-
niert mit der lektinhistochemischen Färbung von STL-Bindungsstellen im infar-
zierten Neokortex einer Kontrollratte 7 Tage nach Beginn der Ischämie. S100 -
Immunreaktivität (A) ist sichtbar in den Somata zahlreicher Astrozyten, wäh-
rend sich anti-GFAP (A’) überwiegend in den proliferierten Prozessen derselben
Region anreichert, die auch STL-gefärbte Gefäße (A”) zeigt. Die benachbarte
oﬀenbar ischämische Region enthält zahlreiche STL-markierte Mikroglia/Makro-
phagen. Durch Überlagerung aller drei Färbungsmuster wird das komplementäre
Auftreten von Immunzellen und Astroglia deutlich. Während die meisten Astro-
zyten S100  und GFAP koexprimieren und violett erscheinen, stellen sich wenige
Zellen (Pfeile in A”’) aufgrund des singulären Vorkommens von S100  rot dar.
Maßstabbalken: A” ’=100µm. Abb. aus Michalski et al. 2017.
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Abbildung 4.12: Immunofluoreszenz-Markierung von VEGF in Kombination mit GFAP- und
STL-Färbung 7 Tage nach Ischämie (A-A”’) in einer EGF-behandelten Rat-
te und in einem Kontroll-Tier (B-B” ’). In der striatalen Grenzregion wird die
VEGF-Markierung am prominentesten in proliferierenden Zellen (beispielhaft
durch Pfeile gekennzeichnet), die auch die astrogliale GFAP-Immunmarkierung
zeigen (Pfeile in A, A’, A” ’). In diesem Gebiet sind STL-Bindungsstellen (A”) am
Endothel der Gefäßen zu sehen, während die Endothelzellen im infarzierten stria-
talen Gewebe durch Mikroglia/Makrophagen dominiert werden. Die fusionierten
Färbemuster (A” ’) verdeutlichen, dass die mit Immunzellen gefüllten Bereiche
durch zahlreiche, gelblich erscheinende, aktivierte Astrozyten, die VEGF und
GFAP koexprimieren, umgeben sind. Im höher vergrößerten Striatum eines Kon-
trolltiers, zeigen die Immunmarkierungen von VEGF (B) und GFAP (B’) sowohl
Somata als auch feine Prozesse von Astrozyten, die in Nähe der Infarktregion
proliferieren. Die zusätzliche STL-Färbung (B”) erfasst Endothelzellen, wobei die
Überlagerung der Färbungsmuster die engen Kontakte von Astroglia-Prozessen
und Gefäßen verdeutlicht. Maßstabbalken: A”=150µm, A”’=50µm, B”=25µm,
B”’=15µm.Abb. aus Michalski et al. 2017.
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Abbildung 4.13: Dreifachfluoreszenzmarkierung der glialen Marker CD68, Iba und GFAP 7 Ta-
ge nach Ischämie-Beginn im Striatum einer EGF-behandelten Ratte (A-A”’)
und im Neokortex eines Kontrolltieres (B-B” ’). Der Makrophagenmarker CD68
(A) ist auf mehreren, meist amöboiden Zellen im infarzierten Gewebe lokali-
siert, während die Iba-Immunreaktivität (A’) in vielen zusätzlichen Mikroglia-
zellen/ Makrophagen zu beobacheten ist. Beide Marker sind in einem Netz-
werk aus proliferierenden, GFAP-positiven Astrozyten (A”) eingebettet, was noch
deutlicher in A”’ wird. Im ischämischen neokortikalen Bereich wird die CD68-
Immunmarkierung (B) wiederum auf zahlreichen amöboiden Zellen detektiert,
während Iba (B’) noch häufiger von Mikroglia/Makrophagen exprimiert wird.
Der gleichzeitige Immunnachweis von GFAP (B”) zeigt einige proliferierende
Astrozyten, aber auch größere Infarktbereiche ohne diese Markierung. Die Über-
lagerung der Färbemuster (B” ’) lässt auch Makrophagen erkennen, die CD68
(rot) und Iba (grün) koexprimieren, sodass eine gelbe Färbung dieser Zellen re-
sultiert. Maßstabbalken: A”=100µm, A”’=50µm, B”=100µm, B”’=50µm. Abb.
aus Michalski et al. 2017.
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5 Diskussion
Die Veränderungen der BHS nach fokaler Ischämie sind von zentraler Bedeutung für
die Pathophysiologie des Schlaganfalls. Die damit einhergehende Ödembildung ist
Gegenstand der aktuellen Forschung sowie auch dieser Arbeit. Besonders großes In-
teresse besteht an neuen Therapiekonzepten, die den Einsatz von neuroprotektiven
Substanzen beinhalten. Trotz intensiver Bemühungen in den vergangenen zwei De-
kaden ist bis heute keines der im Tiermodell vielversprechenden Therapiekonzepte
in der Lage, sich in klinischen Studien am Menschen zu behaupten und so einen re-
gelhaften Einsatz in der Behandlung des ischämischen Schlaganfalls zu rechtfertigen
(Endres et al. 2008, Deb et al. 2010, Moretti et al. 2015). Dennoch wird dem Konzept
der Neuroprotektion in Kombination mit bereits etablierten Therapien der nächste
Schritt in der Schlaganfalltherapie zugetraut (Grupke et al. 2015, Moretti et al. 2015).
Die zugrunde liegende Studie der präsentierten Arbeit stellte die potentiell neuropro-
tektiven Substanzen EGF und PEDF in den Vordergrund (Pillai et al. 2013). Ana-
lysen der Läsionsgröße, Ödemformation und BHS-Durchlässigkeit erfolgten mittels
MRT nach 24, 48, 96 Stunden sowie 7 Tagen nach einstündiger Ischämie und Reper-
fusion der Arteria cerebri media. Dabei konnte gezeigt werden, dass beide Faktoren
zu allen Zeitpunkten die Läsionsgröße im Vergleich zur Kontrollgruppe reduzieren,
PEDF dabei stärker als EGF. Zusätzlich konnte für PEDF belegt werden, dass es
der Vergrößerung der Ödemformation nach 48h entgegenwirkt und damit einen BHS-
stabilisierenden Eﬀekt ausübt.
Die Ergebnisse von Pillai et al. sollten in der vorliegenden Arbeit durch Daten zur
Lokalisierung und zu Ischämie-bedingten Veränderungen des vaskulären Markers Kol-
lagen IV sowie von Astro- und Mikroglia ergänzt werden. Alle semiquantitativen
Analysen beruhten auf Doppel- und Dreifachfluoreszenzmarkierungen, wobei jeweils
sowohl zwischen den Interventionsgruppen als auch interhemisphär verglichen wurde.
(I) Kollagen IV als ubiquitärer Bestandteil der BM der Kapillaren im ZNS wurde
durch indirekte Fluoreszenz markiert, um einen azellulären Bestandteil der BHS zu
charakterisieren.
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(II) GFAP-Immunmarkierungen erlaubten Aussagen über die Häufigkeit, Lage, Struk-
tur und Aktivierungsgrad von Astrozyten und deren Fortsätzen.
(III) Für die immunhistochemische Darstellung von Mikroglia und Makrophagen
diente das intrazellulär lokalisierte Ionisierte Kalzium-bindende Adapter Molekül 1
(Iba) als Marker. Sowohl Mikroglia als auch Makrophagen exprimieren Iba, zusätzlich
verstärkt nach Aktivierung (Ito et al. 1998). Diese Färbungen ermöglichen Aussagen
zu Lage, Struktur und Aktivierungsgrad dieser Zellgruppen.
In der vorliegenden Arbeit wurden zur Fluoreszenzmarkierung ausschließlich gut eta-
blierte Marker verwendet. Weiterhin wurde bereits von Pillai et al. (2013) beachtet,
dass die Applikation der untersuchten Neuroprotektiva in einem realistischen Zeit-
fenster mit Beginn 4 Stunden nach Infarkt erfolgte. Zudem war diese Studie die erste,
die eine praxisnahe intravenöse Applikation von PEDF nach Schlaganfall am Tier-
modell untersuchte.
Untersucherabhängige Bias wurden minimiert, indem alle Tierversuche, die gesam-
te weitere Bearbeitung und die Auswertung des Materials ohne Kenntnis über die
Zuteilung der Tiere zu den einzelnen Versuchsgruppen durchgeführt wurden. Die
Entblindung fand spätestmöglich, zum Zeitpunkt der statistischen Analyse der Er-
gebnisse statt. Besonders hervorzuheben ist die wertvoll erscheinende Korrelierbarkeit
der Erkenntnisse aus beiden Studien, da die Daten bildgebender Verfahren in vivo
um immunhistochemische Ergebnisse ergänzt wurden.
5.1 Tiermodell
Die vorliegende Studie basiert auf Tierversuchen, in denen Ratten einer fokalen
Ischämie durch transiente Okklusion der linken Arteria cerebri media unterzogen
wurden. Weil die komplexen pathophysiologischen Prozesse eines Schlaganfalls sich
nur am lebenden Organismus nachvollziehen lassen, sind Untersuchungen in diesem
Forschungsgebiet wie auch die vorliegende Arbeit auf Tiermodelle angewiesen (Gins-
berg et al. 1989, Mergenthaler et al. 2004).
Ein Großteil der experimentellen Studien werden an Nagetieren, vor allem Ratten und
Mäusen durchgeführt (Bräuninger et al. 2009). Als Säugetiere zeigen sie dem Men-
schen sehr ähnliche pathophysiologische Eigenschaften (Dirnagl 2014); so oﬀenbarten
histopathologische Untersuchungen nach Hirngewebeschaden bei Mensch und Nage-
tier ähnliche Ergebnisse (Enzmann et a. 2013). Zudem ist der zeitliche und räumliche
Verlauf des Schlaganfalls im Stromgebiet der Arteria cerebri media in Mensch und
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Nagetier analog (Dirnagl 2014) und auch die Anatomie der zerebralen Gefäße von
Maus, Ratte und Mensch unterscheiden sich kaum (Yamori et al. 1976). Es zeigen
sich in beiden Spezies gleiche Marker der zerebralen Ischämie im peripheren Blut,
und sowohl das menschliche als auch das tierische periphere Immunsystem werden
nach Schlaganfall herunterreguliert (Meisel et al. 2005, Dirnagl 2014). Die Tiere sind
außerdem der operativen Induktion einer fokalen Ischämie gut zugänglich (Durukan
et al. 2008). Erheblich verschieden ist allerdings die Hirnstruktur selbst, und Nager
zeigen im Vergleich zum Menschen eine deutlich geringere Hirnmasse (ca. 1kg Versus
wenige Gramm). Dieser augenscheinliche Nachteil steht im Gegensatz zur mit der
geringen Gehirngröße verbesserten Zugänglichkeit für histologische Fixations- und
immunologische Visualisierungsverfahren (Ponten et al. 1973).
Eine weitere wichtige strukturelle Verschiedenheit zeigt die Hirnoberfläche, die beim
Menschen durch Gyrifizierung deutlich vergrößert ist, während im lissenzephalen Ge-
hirn von Nagetieren Gyri und Sutura fehlen. Damit einhergehen Unterschiede in der
Vielschichtigkeit des Bewusstseins, der sensorischen Informationsverarbeitung und
von komplexen Verhaltensweisen (Böhme 2004, Durukan et al. 2007). Das erschwert
die neurologische Diagnostik anhand klinischer Symptome und wird in entsprechen-
den Studien mittels Standardtestverfahren kompensiert (Michalski et al. 2009, Rosell
et al. 2013). Sowohl für die vorliegende Arbeit als auch für die Studie von Pillai et
al. (2013) war dies von untergeordneter Bedeutung, da keine klinisch neurologische
Auswertung erfolgte.
Auch ökonomische Betrachtungen spielen bei der Auswahl des Tiermodells eine Rol-
le. Nagetiere sind auf kleinem Raum bei geringen Kosten zu halten. Zudem sind sie
aufgrund ihrer weiten Verbreitung in den Forschungslaboren verfügbar. Des Weiteren
eignen sich Nager hervorragend zur Implementierung genetischer Modifikationen, so-
dass vergleichende Studien an transgenen Tieren möglich sind (Kraft et al. 2014).
5.2 Operatives Verfahren; tMCAO
Bei einem menschlichen Schlaganfall sind die Arteria cerebri media und ihre Aufzwei-
gungen in ca. 70% der Fälle Ort der Entstehung einer fokalen zerebralen Ischämie (Bo-
gousslavsky et al. 1988). Daher bilden Techniken, die diese Arterie verschließen, den
menschlichen Schlaganfall recht gut ab (Longa et al. 1989). Unter diesen Verfahren
ist der intraarterielle filamentäre Verschluss (MCAO) die am häufigsten angewandte
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Technik. Über 40% der Studien zur Neuroprotektion nach Schlaganfall werden auf
diese Weise durchgeführt, was sich zu einer bisherigen Gesamtzahl von ca. 2600 Ex-
perimenten summiert (Fluri et al. 2015). Die relativ wenig invasive Prozedur erlaubt
sowohl den permanenten als auch, wie in der vorliegenden Arbeit, transienten Ver-
schluss der Arteria cerebri media. Das ermöglicht die Untersuchung von Phänomenen
während und nach Reperfusion (Liu et al. 2009). Die Erfolgsquote der Infarktinduk-
tion liegt laut Liu et al. (2009) bei 88-100%, wobei unabhängig davon von anderen
Autoren das Auslösen einer ungewollte Subarachnoidalblutung in etwa 12% der Fälle
beschrieben wird (Schmid-Elsaesser et al. 1998). Abhängig von der Dauer des Gefäß-
verschlusses verursacht die Methode Territorialinfarkte des Striatums, der anliegen-
den temporalen und frontoparietalen Kortizes sowie des Thalamus und Hypothalamus
(Garcia et al. 1995). Die striatalen Äste der Arteria cerebri media sind Endarterien
und bilden im Gegensatz zu den kortikalen Ästen keine Kollateralen; dies erklärt, dass
im zeitlichen Verlauf der MCAO zunächst das Striatum betroﬀen ist, später aber auch
der angrenzende Neokortex (Fluri et al. 2015).
Die experimentell erzeugten Läsionsgrößen variieren z.B. bei Anwendung verschie-
dener Filamente, unterschiedlicher Vorschubtiefen (Zarow et al. 1997, Tureyen et al.
2005, Bouley et al. 2007) oder bei Analysen verschiedener Rattenzuchtlinien (Bar-
dutzky et al. 2005, Walberer et al. 2006). Zudem spielen Gewicht und Alter der Tiere
eine entscheidende Rolle, da der Arteriendurchmesser und damit die Stärke des geeig-
neten Filaments durch diese Parameter mitbestimmt wird (Hata et al. 1998, Spratt et
al. 2006). Beeinträchtigt wird dadurch die Vergleichbarkeit von verschiedenen Studien
untereinander, nicht jedoch die Aussage einer einzelnen Arbeit, da dort die genann-
ten Faktoren konstant sind. Zusammenfassend zeigt sich, dass die MCAO eine fokale
Ischämie sicher reproduziert und zu dem damit einhergehenden neuronalen Zelltod,
der anschließenden Entzündungsreaktion sowie zu Blut-Hirn-Schranken-Störungen
führt. Zudem kommt es stets zur Ausbildung der Penumbra im Peri-Infarkt-Gebiet
(Fluri et al. 2015).
Nach erfolgreicher MCAO von 60 Minuten oder länger zeigen Ratten in nahezu jedem
Fall eine Ischämie im Bereich des Hypothalamus (Li et al. 1999); die beim menschli-
chen Schlaganfall hingegen selten gefunden wird. Auf den hypothalamischen Schaden
reagieren Ratten mit einem Anstieg der Körpertemperatur, der für mindestens einen
Tag anhält (Li et al. 1999). Daten, die eine neuroprotektive Wirkung von Hypother-
mie während MCAO nachweisen (Miyazawa et al. 2003), legen negative Eﬀekte von
Hyperthermie im Untersuchungsgebiet nahe. Des Weiteren bildet das Modell keinen
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thrombembolischen Infarkt mit anschließender Thrombolyse ab. Der zu erwartende
Einfluss des am häufigsten angewandten Lysemedikaments rtPA, z.B. auf die Blut-
Hirn-Schranke (Niego und Metcalf 2014), blieb in der vorliegenden Arbeit wie bei
weiteren auf dem MCAO-Modell basierenden Studien unberücksichtigt.
5.3 VEGF und AQP4
Zhang et al. (2000) zeigten im Rattentiermodell, dass VEGF die Permeabilität der
BHS und damit die Ödemformation im Infarktgebiet erhöht, wenn es intravenös 1h
nach Beginn der zerebralen Ischämie zur Anwendung kommt. Grund dafür ist mög-
licherweise eine VEGF-vermittelte Hochregulation der Expression von AQP4 im pe-
rivaskulären Raum und im Bereich der Astrozytenendfüße (Rite et al. 2008). Eine
andere Studie kam zu dem Ergebnis, dass in einem Mausmodell für Multiple Sklero-
se, einer entzündlichen Erkrankung des ZNS, eine Ausschaltung der Expression von
VEGF-↵ aus Astrozyten die BHS undurchdringlicher für Flüssigkeit und Lymphozy-
ten macht, was zu einem langsameren Verlauf der Erkrankung führte (Argaw et al.
2012). Zudem formulierten andere Autoren angiogenetische Eﬀekte im Bereich der
Penumbra, wenn VEGF 48h nach Ischämie intravenös appliziert wurde (Zhang et al.
2000).
Die in der vorgelegten Studie exemplarisch gezeigte Markierung von VEGF (Abb.
4.12) unterstützt die Ergebnisse von Salhia et al. (2000), nach denen VEGF im In-
farktfall vor allem durch reaktive Astrozyten mit kräftiger GFAP-Markierung se-
zerniert wird, einhergehend mit einer verstärkten Angiogenese. Aus dieser Beobach-
tung lässt sich schlussfolgern, dass durch Einflussnahme auf den Aktvierungszustand
der Astroglia die VEGF-Konzentration im Infarktgebiet verändert werden kann, was
letztlich auch Auswirkungen auf die Durchlässigkeit der BHS hätte. VEGF wurde in
allen Färbungen mit Hilfe eines Kaninchen-anti-VEGF-Antikörpers dargestellt, der
in einer methodischen Vergleichsarbeit von van der Loos et al. (2010) sichere Mar-
kierungsergebnisse zeigte und allen anderen analysierten, gegen VEGF gerichteten
Antikörpern deutlich überlegen war.
AQP4 wird im Gehirn vor allem in den Endfüßen der Astrozyten gefunden. In Abb. 4.9
zeigte sich AQP4 im Infarktgebiet vermindert exprimiert und selten in Beziehung zu
Kollagen IV-immunreaktiven Gefäßen, wobei es in Abb. 4.10 im Bereich der Glianarbe
stärker markiert war. Scheinbar war es im Gebiet der stärksten BHS-Schädigung zu
einem Ablösen der Astrozytenendfüße von betroﬀenen Kapillaren gekommen, einher-
50
gehend mit einer verminderten Lokalisation von AQP4 in der Astrozytenmembran.
Die eigenen Befunde stehen im Einklang mit den Beobachtungen von Ito et al. (2011),
die im Zeitraum 12-24 Stunden nach 10-minütigem Verschluss der Arteria cerebri
media in Mongolischen Wüstenrennmäusen (Meriones unguiculatus) eine verringer-
te Anzahl von Astrozytenendfüßen und Astrozyten verzeichneten. Ultrastrukturel-
le Untersuchungen wiesen zudem eine positive Korrelation der intakten Astrozyten-
Basalmembran-Kontakte zur Dicke der BM im striatalen Kapillargebiet von Ratten
nach (Kwon et al. 2009). Zudem scheint AQP4 in der Pathophysiologie des Schlagan-
falls unterschiedliche Rollen einzunehmen: Während der frühen Phase der zytotoxi-
schen Ödemformation zeigen Tiere mit Deletion von AQP4 verringerte Ödembildung
(Yang und Rosenberg 2011), wogegen in der späteren Phase, in der das vasogene
Ödem dominiert, AQP4 als passives Wasserkanalprotein die Rückführung von ex-
trazellulärem Wasser ermöglicht und damit die Beseitigung des Ödems beschleunigt
(Zador et al. 2007). Daraus ergibt sich die Notwendigkeit, die Expression von AQP4
nach Schlaganfall und Intervention mit neuroprotektiven Substanzen zu verschiedenen
Zeitpunkten zu analysieren, um so den molekularen Mechanismus und den zeitlichen
Verlauf der Therapeutikawirkung auf die Durchlässigkeit der BHS im Infarktfall zu
beziﬀern.
5.4 Kollagen IV und Fibronektin
Wesentlicher Bestandteil der ischämiebedingt beeinträchtigten BHS sind Basalmem-
branen, zu deren Hauptkomponenten Kollagen IV und Laminin 8 sowie Laminin 10
gehören (Sixt et al. 2001). Das Kollagen Typ IV nimmt eine Sonderstellung unter
den 28 Mitgliedern der Kollagen-Familie der Säugetiere ein (Myllyharju und Kivirik-
ko 2004, Veit et al. 2005). Im Unterschied zu den anderen, meist multifunktionellen
Kollagentypen, kommt es ausschließlich in der BM der Gefäße vor (Koshnoodi et al.
2008). Die Tertiärstrukur des Proteins ist (wie bei den anderen Kollagenspezies) ei-
ne rechtsgedrehte Tripelhelix (Mao et al. 2015) bestehend aus drei Polypeptidketten
[↵1(IV)-↵6(IV)]. Ubiquitär verbreitet und im Bereich des ZNS vorherrschend ist das
Cystin- und Lysin-reiche Heterotrimer ↵1↵1↵2, das Kollagen Typ IV zur Bildung von
zweidimensionalen Netzen durch Disulfidbrücken und Lysin-Hydroxylysin-Bindungen
befähigt (Hudson et al. 2003). Diese spezialisierte Struktur ermöglicht die multiplen
Funktionen, die Kollagen IV in der Extrazellulärmatrix der BM wahrnimmt - wie
die mechanische Stabilisierung und das Bereitstellen von Bindungsstellen für weitere
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Bestandteile der BM (z.B. Laminine; Pöschl et al. 2004). Zudem dienen Teile der
Strukur als Liganden für Zellrezeptoren, die Zellen in der Extrazellulärmatrix veran-
kern (Integrine) und das Zellverhalten beeinflussen (de Melker und Sonnenberg 1999,
Leitinger und Hohenester 2007). Nicht zuletzt wirkt das stark glykosylierte Kollagen-
netz auch als Barriere für Zellen und größere Proteine (Koshnoodi et al. 2008, Hudson
2004).
Seine multiplen Funktionen weisen auf die entscheidende Bedeutung des Kollagen
IV für Integrität und Funktion von Basalmembranen hin (Pöschl et al. 2004). In
Analysen von Punktmutationen wurde neben einer Reduktion von Kollagen IV auf-
grund von fehlerhafter Kettenzusammensetzung eine erhöhte Rate an Porenzephalie
und hämorrhagischen Schlaganfällen beobachtet (Yurchenco 2011). Bei Schlaganfällen
kommt es auch im gesunden Tier durch Matrix-Metalloproteinase 9 (MMP9) schnell
zum proteolytischen Abbau des Kollagen IV (Gidday et al. 2005) und assoziierter
Basalmembranmoleküle (Fukada et al. 2004), was den initialen Anstieg der Durch-
lässigkeit der BHS für gelöste Stoﬀe und Zellen teilweise erklären kann. Eine andere
Arbeit legt nahe, dass MMP aus Makrophagen zur Einwanderung von peripheren
Leukozyten in das Hirngewebe notwendig sind (Agrawal et al. 2006). Kurz darauf (4h
bis 48h nach tMCAO in Ratten) ist eine stark verstärkte Expression und Ablagerung
von Kollagen IV im Bereich der BM der zerebralen Blutgefäße sichtbar (Beaten und
Akassoglou 2011, Ji und Tsirka 2012, Summers et al. 2013).
Summers et al. (2013) zeigten zudem, dass die Integrin-vermittelte Addhäsion von
Endothelzellen der Hirnkapillaren an der extrazellulären Matrix (Kollagen IV und Fi-
bronektin) ein Hauptregulator der Endothelzellaktivierung durch Interleukin-1 (IL-1)
ist. Diese Daten decken sich mit früher publizierten Ergebnissen zu Untersuchungen
an Astrozyten, die mit einer verstäkten IL-1-vermittelte Aktivierung bei Bindung
an die oben genannten Moleküle der Extrazellulärmatrix reagierten (Summers et al.
2010). Kollagen IV gilt daher als ein wichtiger extrazellulärer Indikator für BHS-
Veränderungen und wurde zu diesem Zweck in der vorliegender Arbeit hauptsächlich
mit Hilfe eines gut charakterisierten polyklonalen Kaninchen-Antikörpers dargestellt
(Rennekampﬀ et al. 1996, Moulin et al. 2000, Schnurbusch et al. 2001, Kaido et al.
2004, Pirottin et al. 2005, Petrini et al. 2007, Pestronk et al. 2012). Dieses Immunrea-
genz ermöglichte anschließend die semiquantitative Analyse von Kollagen IV mittels
Dichte- und Leuchtintensitätmessung in Hirnschnitten von 26 Ratten. Darüber hin-
aus eingesetzt wurde in ausgewählten Dreifachmarkierungen Ziege-anti-Kollagen IV
(Marneros et al. 2004, Myers et al. 2009).
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Die Ergebnisse der Studien von Beaten und Akassoglou (2011), Ji und Tsirka (2012)
und Summers et al. (2013) zur Hochregulierung von Kollagen IV wurden in der vor-
liegenden Arbeit nicht nur bestätigt, sondern auch insofern ergänzt, dass auch eine
Woche nach Ischämie verstärkt Kollagen IV im Infarktgebiet nachgewiesen wurde. Da-
bei war die stärkste Expression im Gebiet mit der größten ischämischen Schädigung,
d.h. im zentralen Infarktgebiet zu beobachten; eine geringere aber dennoch deutliche
Überexpression findet sich im Bereich der Penumbra (Grenzzone), wogegen das kon-
tralaterale Striatum kaum markiert war (vgl. Abb. 4.5). Nach diesen Befunden kann
die Expression von Kollagen IV als Indikator für das Ausmaß der BHS-Schädigung
verstanden werden.
Bei der simultanen Darstellung von Kollagen IV und Fibronektin, einem weiteren
Basalmembranprotein, wurde deutlich, dass Fibronektin ebenfalls verstäkt exprimiert
wurde (Abb. 4.8). Die Konzentration von Fibronektin im zentralen Infarktgebiet mit
vielen Immunzellen legt nahe, dass Fibronektin nicht nur von Endothelzellen, sondern
zusätzlich auch durch Makrophagen in den Extrazellulärraum abgegeben wird und
Immunzellen als Leitstruktur bei der Migration dient (Norris et al. 1982, Sawicka et
al. 2015).
5.5 Detektion von Astroglia
GFAP ist das kennzeichnende Intermediärfilamtent von Astrozyten (Hol et al. 2015).
Das zunächst als Bestandteil von Hirntumoren nachgewiesene Protein (Jacque et al.
1978) gilt heute als wichtiger Marker in der neurologischen Forschung.
Nach Schädigung des Hirnparenchyms z.B. durch Trauma oder Schlaganfall kommt es
zu einer reaktiven Astrogliose (Malhotra et al. 1990, Burda et al. 2014). Die Astrozy-
ten durchlaufen dabei charakteristische Veränderungen ihrer Morphologie, Funktion
und Genexpression, die mit einer Stimulation der GFAP-Synthese einhergeht (Pekny
et al. 2005, Sofroniew 2009). Da diese Veränderungen unabhängig von der Art der
Schädigung sind, gilt GFAP als ubiquitärer Marker der reaktiven Astroglia (Hol et
al. 2015). Anders als in den Jahrzehnten seit dem erstmaligen Nachweis des GFAP
(Eng et al. 1971) in aktivierten Astrozyten angenommen, zeigte die Arbeitsgruppe um
Pekny, dass aktivierte Astrozyten zwar ihre Hauptausläufer verdicken, diese jedoch
nicht verlängern (Wilhelmsson et al. 2006). Dies hat die Folge, dass reaktive Astro-
zyten keine größeren Gewebebereiche erreichen als nicht reaktive. Zudem wurde eine
nur minimale Überlappung der Einzugsgebiete der einzelnen Astrozyten beschrieben
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(Grosche et al. 2013). Kommt es allerdings zu einer extremen Aktivierung der Astro-
glia, die mit der Bildung der sogenannten glialen Narbe verbunden ist, proliferieren
die ortsständigen Astrozyten, sodass sich im Bereich der Narbe eine Überlappung der
Astrozytenfortsätze zeigt (Bush et al. 1999, Faulkner et al. 2004). In der Übergangs-
zone zwischen geschädigtem und oﬀenbar unbeeinträchtigtem Hirngewebe bildet sich
die gliale Narbe, in deren Kontext positive und negative Eﬀekte auf Neuroprotektion,
-regeneration und neurologisches Outcome diskutiert werden (Sofroniew 2009, An-
derson et al. 2016). Zunächst bildet sie eine Barriere zur räumlichen Begrenzung der
Inflammationsreaktion und schützt damit das umliegende Hirngewebe (Kawano et
al. 2012). Da die Narbe jedoch persistiert, verhindert sie nachfolgend den Durchtritt
von Axonen (Sofroniew 2009; Abb. 5.1). Viele Studien lieferten Ergebnisse, die eine
Inhibierung des Axonwachstums durch reaktive Astrozyten und (auch) von ihnen se-
kretierter Chondroitinsulfat-Proteoglykane (CSPG) nachwiesen (McKeon et al. 1991,
Smith-Thomas et al. 1994, Fidler et al. 1999). Zudem konnte gezeigt werden, dass
Knock-out-Mäuse - ohne GFAP und Vimentin - einem weiteren astroglialen Struk-
turprotein, zu geringerer glialer Narbenblidung und vermehrtem axonalen Sprouting
(Zeichen der Neuronregeneration) neigen (Ribotta et al. 2004) und ein besseres Out-
come nach ZNS-Läsion vorweisen (Privat 2003).
Aktuell zeichnet die Studie von Anderson et al. (2016), in der die Axonregeneration
im Rahmen einer Rückenmarksverletzung bei Mäusen untersucht wurde, ein diﬀeren-
zierteres Bild. Hiernach kam es ohne intakte Astrozytennarbe zu einer Verringerung
des durch zugeführte Wachstumsfaktoren ausgelösten regenerativen Axonwachstums
im Bereich der Läsion. Zudem konnte nachgewiesen werden, dass Astrozyten und
andere Zellen im Areal der glialen Narbe Moleküle (Laminine, CSPG4, CSPG5) ex-
primieren, die das Axonwachstum förderten.
Einen zusätzlichen positiven Eﬀekt auf die Neuronregeneration lässt das Konzept der
Astrozyten als pluripotente Stammzellen vermuten. Sogenannte radiale Gliazellen,
deren Molekül-Expressionsmuster denen von aktivierten Astrozyten ähneln (Robel et
al. 2011, Alvarez et al. 2013), zeigen sich in der Entwicklung des Neokortex als pluripo-
tente neurale Vorläuferzellen (Pinto und Götz 2007). Zudem treten einige Astrozyten
sogar wieder in den Zellzyklus ein und entwickeln verschiedene Typen neuraler Zel-
len, von Neuronen bis hin zu Makrogliazellen (Kettenmann und Verkhratsky 2008).
Es wird deutlich, dass die Beeinflussung der Art und des Grades der Aktivierung
von Astrozyten ein vielversprechendes neuroprotektives Therapieziel nach Schlagan-
fall darstellt (Liu et al. 2011).
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Abbildung 5.1: Schematische Darstellung der Bildung einer glialen Narbe und deren Eﬀekte. Ei-
ne starke Astrogliose mit Bildung einer Glianarbe wird häufig an der Grenze zu
einem Verletzungs- bzw. Entzündungsherd beobachtet. Die gliale Narbe wird gebil-
det durch proliferierende Astrozyten (in der Abb. mit rotem Zellkern) und anderen
Glia- bzw. Bindegewebszellen (grau). Im Bereich der glialen Narbe findet sich im
Gegensatz zu gesundem Gewebe eine starke Überlappung der Astrozytenfortsätze.
Häufig persistieren Glianarbe und bilden damit eine Barriere zum Inflammations-
geschehen aber auch im Bezug auf die Axonregeneration.
Abb. bearbeitet nach Sofroniew (2009).
Die Markierung der reaktiven Astroglia und somit auch von Glianarben erfolgte in der
vorliegenden Arbeit mit Hilfe eines polyklonalen Antikörpers aus Meerschweinchen.
Der aufgrund seiner Polyklonalität gegen verschiedene Epitope des GFAP gerichtete
Antikörper ist sehr sensitiv und wurde bereits in mehreren Studien erfolgreich ein-
gesetzt (Krueger et al. 2013, Cavangh et al. 2013, Pignataro et al. 2013, Murk et al.
2013, Schmidt et al. 2015, Ott et al. 2015).
Zudem erfolgte die Markierung zahlreicher Astrozyten mit einem Antikörper gegen
S100 . Dieses dimere Kalzium-bindende-Protein kommt im ZNS selektiv in Astrog-
lia vor (Donato et al. 2013). Für das Molekül sind zwei Hauptfunktionen beschrie-
ben (Donato et al. 2008): Intrazellulär gilt das Protein gilt es als Stimulator für
Zellproliferation und -migration sowie Inhibitor der Apoptose und Diﬀerenzierung,
während es extrazellulär als von Astrozyten sezernierter Wirkstoﬀ je nach Zelltyp,
Konzentration und Umgebungsbedingungen sowohl die Aktivität von Astroglia und
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Mikroglia steigert und bei höherer Konzentration Apoptose einleitet. In Abb. 4.11
der vorliegenden Arbeit erscheinen nahezu alle GFAP-positiven Zellen auch S100 -
markiert, was die Bedeutung des Proteins in der Regulation aktivierter Astrozyten
unterstreicht. Bemerkenswerter weise waren auch einige konzentrierte Ansammlun-
gen von S100 -Markierungen ohne GFAP-Immunreaktivität sichtbar. Dabei könnte
es sich sowohl um bereits angesprochenes extrazellulär wirkendes S100  oder um
GFAP-immunnegative Astrozyten handeln.
5.6 Darstellung von Mikroglia und Makrophagen
Nach Erstbeschreibung von Iba durch Ito et al. (1998) etablierte sich das Protein als
vielfach bevorzugter Marker für Mikroglia und Makrophagen. Dabei kommt es in die-
sen Zelltypen zu einem starken Anstieg der Expression des Moleküls nach Aktivierung,
sowohl in vitro durch Stimulation mittels des Makrophagen-Kolonie-stimulierenden
Faktors (MCSF) als auch in vivo nach Verletzungen (Ito et al. 1998, Sasaki et al.
2001). Durch Axotomie des Nervus facialis wird Mikroglia aktiviert und Iba im ipsi-
lateralen Nucleus facialis verstärkt exprimiert (Ito et al 1998).
Nach transienter fokaler Ischämie wurde ebenfalls eine erhöhte Iba-Immunreaktivität
beobachtet (Ito et al. 2001). Es zeigte sich ein initialer Anstieg der Expression von
Iba in der Periinfarkt-Zone bereits 3,5 Stunden nach Reperfusion. Einen Tag nach
Reperfusion waren auch erste Iba-positive Zellen im Infarktkern nachweisbar. In bei-
den Zonen wurde die höchste Immunreaktivität 7 Tage nach Reperfusion detektiert
(Ito et al. 2001). Das entspricht genau der Reperfusionszeit des in der vorliegenden
Arbeit verwendeten Gewebes. Zusätzlich konnte die Arbeitsgruppe um Ito demons-
trieren, dass sich im Infaktkern vor allem runde, für den Makrophagenmarker-(ED1)
immunpositive Zellen fanden, wogegen die Periinfarktzone von ED1-negativen Zellen
dominiert wurde (Ito et al. 2001). Die Autoren schlussfolgerten, dass es sich zentral
hauptsächlich um aus dem Blutstrom eingewanderte Makrophagen handelt, wogegen
die Periinfaktzone durch Mikroglia besetzt wird. Weitere Arbeiten zeigten, dass im In-
farktfall die lokale Abwehr durch Mikroglia zum einen deutlich eher und zum anderen
weitaus stärker an den Phagozytoseprozessen, sowohl im Infarktkern als auch in der
Periinfarktzone, beteiligt ist als die Reaktivität humoral eingewanderter Makropha-
gen (Schilling et al. 2003, 2005). Zusammenfassend ist keine Unterscheidung zwischen
residenten und eingewanderten, zur Phagozytose befähigten Zellen allein anhand der
Expression von Iba möglich. Zur Quantifizierung der Aktivierungsreaktionen im In-
56
farktgebiet erscheint dies im Rahmen der vorliegenden Arbeit allerdings auch nicht
notwendig. Es ist davon auszugehen, dass durch die siebentägige Überlebenszeit der
Tiere nach Schlaganfall eine Mischpopulation aus beiden Zellarten visualisiert wur-
de. Zur Immunmarkierung von Iba wurde ein polyklonaler, aﬃnitäts-gereinigter Ka-
ninchenantikörper verwendet, der bereits in verschiedenen Studien Anwendung fand
(Hillmann et al. 2012, Sorentino et al. 2013, Nair et al. 2014).
Wie der Tabelle 3.1 zu entnehmen ist, wurden beide zur Semiquantifizierung herange-
zogenen Färbeserien durch eine Gegenfärbung mit biotinyliertem STL komplettiert.
STL gilt im Rattengehirngewebe als robuster Marker der kapillären Endothelzellen
sowie ramifizierten Mikrogliazellen und Makrophagen (Härtig et al. 2009). Die weitrei-
chenden Einsatzmöglichkeiten von STL wurden in der zitierten Arbeit unter anderem
am MCAO-Modell, nach kontrollierter traumatischer Kortexschädigung sowie in der
Kontrollgruppe aufgezeigt. Detailliert charakterisiert wurde dieses Lektin aus Kartof-
felknollen durch Van Damme et al. (2004); es zeigt eine hohe Bindungsaﬃnität zu
N-Azetylglukosamin. In anderen Arbeiten wurde das Kartoﬀellektin in Nagetieren zur
Detektion von Gefäßen im Hirn (Betz et al. 2005) und in der Leber (Brulport et al.
2007) erfolgreich eingesetzt. Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Lektin ist mit
mehreren Biotinylresten konjugiert, was eine Amplifizierung des Signals durch fluoro-
chromiertes Streptavidin ermöglicht. Aufgrund seiner Bindungseigenschaften eignet
es sich zur exakten Bestimmung des von der Ischämie betroﬀenen Areals mit ver-
mehrten Mikroglia/Makrophagen.
Der weiteren qualitativen Charakterisierung von Mikroglia/Makrophagen im Infarkt-
bereich dienten Mehrfachmakierungen mit einem Antikörper gegen CD68. Dieser hat
sich als robuster Marker für die Darstellung von aktivierter Mikroglia sowie ins ZNS
eingewanderten Makrophagen erwiesen (Milligan et al. 1991). Benjelloun et. al. (1999)
zeigten die zusätzliche Markierung von ramifizierter Mikroglia 7 Tage nach Ischämie in
Ratten. Matsumoto et al. (2007) fanden zudem, dass auch neutrophile Granulozyten
das Antigen tragen und damit markiert werden können. In der vorliegenden Arbeit
wurden sowohl im ischämischen Striatum als auch im Neokortex CD68-positive Zellen
detektiert (Abb. 4.13). Diese waren deutlich weniger zahlreich als die Iba-markierten
Zellen, womit davon ausgegangen werden kann, dass nur ein verhältnismäßig kleiner
Teil der Immunzellen CD68 exprimierte.
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5.7 PEDF und EGF als Neuroprotektiva
Die bereits unter 3.1 erörterte Studie von Pillai et al. (2013) - als Grundlage der vor-
liegenden Arbeit - fokussierte erstmals auf die neuroprotektiven Eigenschaften von
intravenös applizierten, systemisch wirksamen PEDF im tMCAO-Modell an Nagetie-
ren. Diese Untersuchung zeigte, dass PEDF die durch MRT ermittelte Infarktvolu-
mina am Tag 7 nach tMCAO um den Faktor 3 verringert. Damit war PEDF auch
der Intervention durch EGF überlegen, weil hier lediglich eine Halbierung des In-
farktvolumens erreicht wurde. Zudem wirkte sich PEDF positiv auf die Größe der
Ödemformation zu allen Zeitpunkten aus, im Vergleich zu EGF im Besonderen ab
48h nach tMCAO.
Eine nachfolgende Arbeit mit ähnlicher Zielstellung, aber verschiedenem Versuchsauf-
bau (Maus-Modell, 60-min-tMCAO, intraventrikuläre Infusion von PEDF), zeigte
keine signifikante Veränderung der Infarktläsionsgröße 24h nach Reperfusion im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe (Zille et al. 2014). Auch das neurologische Outcome, die
Zellproliferation und das Überleben der Zellen (gemessen 7-21 Tage nach Reperfusion)
zeigten keine signifikanten Unterschiede. In einer neueren Arbeit der gleichen Arbeits-
gruppe wurden hingegen signifikante Eﬀekte von PEDF auf Entzündung, Zellprolife-
ration und das Absterben von Zellen nach traumatischer Hirnschädigung in Ratten
beschrieben (Terzi et al. 2015); unter Anderem reduzierte sich in der PEDF-Gruppe
die Anzahl von aktivierter Mikroglia im Lesionsbereich.
PEDF gilt im Sinne der neuroprotektiven Intervention bei Schlaganfall als interresan-
tes Peptid, da bereits Tombran-Tink et al. (1995) dessen neurotrophen Eigenschaften
zeigen konnten. Zu ähnlichen Ergebnissen kamen zeitgleich Taniwaki et al. (1995),
die in Zellkultur eine bessere Überlebensrate von zerebellären Körnerzellen durch Sti-
mulation mittels PEDF ermittelten.
Als eine weitere wichtige Eigenschaft des PEDF gilt seine antiinflammatorische Po-
tenz. Daten von Sanagi et al. (2010) belegen, dass striatal überexprimiertes PEDF die
Expression von Genen kodierend für proinflammatorisches IL-1 , TNF↵ und MIP-1↵
(Macrophage inflammatory protein 1↵, Makrophagen-Entzündungsprotein-1↵) einen
Tag nach Chinolinsäure-induzierter Läsion des Striatums verringert. Außerdem las-
sen die Befunde von Inagaki et al. (2003) erkennen, dass PEDF in Kulturen von
retinovaskulären Perizyten antioxidative Mechanismen verstärkt und die Produktion
von freien Sauerstoﬀradikalen verringert. Andererseits beschrieb eine Studie zu kul-
tivierten Mikrogliazellen der Ratte, dass PEDF-stimulierte Mikroglia zwar in einen
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morphologisch weniger aktivierten Zustand übergehen, aber Immunzellen anlockende
Chemokine (MIP-1↵, MIP-2, MIP-3↵) vermehrt produziert werden (Takanohashi et
al. 2005). Ein Nachweis dieser Eﬀekte in vivo steht bisher jedoch aus.
Im Bereich der BHS verhindert die Überexpression von PEDF im Striatum zudem
den Anstieg von AQP-4-messenger-Ribonukleinsäure (AQP4-mRNA) nach tMCAO
in Ratten, assoziiert mit einer Reduktion der Ödemformation (Sanagi et al. 2008).
Darüber hinaus wurde ein stabilisierender Eﬀekt von PEDF auf die Funktion von TJ
retinaler Pigmentepithelzellen unter oxidativem Stress beschrieben (Ho et al. 2006).
Verantwortlich dafür ist den Autoren zufolge eine Struktur erhaltende Wirkung auf
das Zytoskelettprotein Aktin und die Zell-Zell-Kontakt-Proteine Occludin und N-
Cadherin. Einen Tag nach Reperfusion im tMCAO-Modell ist die BHS kaum durch-
lässig für Gd-DTPA (Gadopentetat-Dimeglumin), ein kontrastverstärkendes Mittel
in der Magnetresonanztomographie (Pillai et al. 2009). Darüber hinaus konnte in
dieser Studie für die PEDF-Gruppe eine zusätzliche Verringerung der Permeabili-
tät der BHS für Gd-DTPA gezeigt werden. Die Autoren erklärten diesen Eﬀekt mit
der Kombination aus antiinflammatorischen, antioxidativen und TJ-stabilisierenden
Eigenschaften des PEDF. Zudem fehlte in der PEDF-Gruppe im Gegensatz zu den
anderen Versuchsgruppen ein signifikanter Anstieg der Ödemformation im Zeitraum
zwischen 24h und 48h nach Reperfusion. Erklärt wurde dies vor allem mit der antian-
giogenetischen Wirkung von PEDF, das über verschiedene Mechanismen die Wirkung
von VEGF und anderer angiogenetischer Komponenten abschwächt (Dawson 1999,
Liu et al. 2004, Zhang et al. 2006).
Auf die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Mikro- und Astrogliazellen übte
PEDF in früheren Studien unterschiedliche Eﬀekte aus. Mikroglia in Zellkultur stei-
gert unter PEDF-Einfluss seine metabolische Aktivität, und die Proliferation der Zel-
len wird blockiert (Sugita et al. 1999). Astrozyten zeigen hingegen keine Änderung
des Metabolismus, werden durch PEDF aber ebenfalls in der Proliferation verlang-
samt (Sugita et al. 1999). Es ist davon auszugehen, dass PEDF durch diesen Einfluss
eine überschießende Aktivierung und Proliferation von Glia abschwächen kann. Un-
terstützt wird diese Annahme durch aktuelle Daten, die unter PEDF-Einfluss im Lä-
sionsbereich eine verringerte Anzahl aktivierter Mikroglia nach traumatischen Hirn-
schaden zeigten (Terzi et al. 2015).
Im Gegensatz zu PEDF verfügt EGF, als zweite von Pillai et al. (2013) eingesetz-
te Substanz, über eine eher mitogene als diﬀerenzierende Wirkung auf Neurone und
Gliazellen. So wurde nachgewiesen, dass EGF die Proliferation von neuronalen Vor-
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läuferzellen in der subventrikulären Zone von Schlaganfalltieren stimuliert und somit
die Geweberegeneration fördert (Wang et al. 2011). Auch das Überleben von Neuro-
nen in Zellkultur unter Stress durch Eisensulfat-induzierte Lipidperoxidation wurde
durch EGF-Einfluss erhöht (Zhang et al. 1993). Zudem gehört der EGF-Rezeptor zu
einer Gruppe von Rezeptoren für Faktoren wie dem Basic Fibroblast Growth Fac-
tor (BFGF), BDNF und dem Nerve Growth Factor (NGF), die über einen ähnlichen
molekularen Weg die Translation beeinflussen (Mattson et al. 1995). Damit könnte
erklärt werden, dass EGF Neurone durch die Erhöhung der Aktivität von antioxi-
dativen Enzymen wie der Superoxid-Dismutase, der Glutathion-Peroxidase und der
Katalase vor Ischämie-bedingten Schäden bewahren kann.
Zahlreiche EGF-Rezeptoren finden sich an Neuronen im Versorgungsgebiet der Arte-
ria cerebri media - sowie ab Tag 4 nach Infarkt - auch an Mikro- und Astrogliazellen im
ipsilateralen Striatum, was eine Wirkung von EGF im tMCAO-Modell nahelegt (Pla-
nas et al. 1999). Gestützt werden diese Annahmen durch eine Tiermodell-Studie, in
der durch lokale EGF-Applikation nach MCAO ein reduziertes Infarktvolumen sowie
ein verbesserter Reflexstatus erreicht werden konnten (Yu et al. 2009). Eine weitere
Untersuchung kam zu dem Ergebnis, dass eine 2-wöchige Infusion der Seitenventrikel
mit EGF und Erythropoetin (EPO) nach ischämischen Hirnschaden die neurologi-
sche Rehabilitationsmaßnahmen im Rattenmodell unterstützt und zu einem schnel-
leren Erreichen des Rehabilitationsziels führt (Jeﬀers et al. 2014). Von den Autoren
wurden hier als ursächlich eine erhöhte Proliferationsrate neuronaler Vorläuferzellen,
eine beschleunigte vaskuläres Remodellierung sowie eine erhöhte synaptische Plastizi-
tät angesehen. In der vorliegenden Arbeit wurde ein signifikanter Einfluss der beiden
Faktoren auf den Zustand von BHS und beteiligten Zellen nur eingeschränkt sicht-
bar: Zunächst war festzuhalten, dass beide Faktoren keine Veränderungen zwischen
den Untersuchungsgruppen im Bezug auf die detektiertien Mikroglia/Makrophagen
7 Tage nach Schlaganfall herbeiführten (Abb. 4.6).
Im Gegensatz dazu fand sich in der PEDF-Gruppe eine Reduzierung der Kollagen
IV-Überexpression im zentralen Infarktgebiet um etwa Faktor 3 gegenüber der Kon-
trollgruppe. Dies kann als Hinweis darauf verstanden werden, dass der PEDF-Einfluss
nach Schlaganfall zu einer weniger starken Störung der BHS-Integrität führte, und
erklärt damit die Ergebnisse der Studie von Pillai et al. (2013), die eine geringere
Ödemformation in der PEDF-Gruppe zu allen Zeitpunkten feststellten. Das zweite
Hauptresultat aus der MRT-Studie von Pillai et al. (2013) war das auf ein Drittel
reduzierte Infarktvolumen der PEDF-Gruppe an Tag 7 nach Infarkt im Vergleich
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zur Kontrollgruppe. Eine mögliche Ursache dafür zeigte sich in der Auswertung der
immunhistochemischen Astrogliamerkierung: Die GFAP-Signalintensität im Bereich
der Glianarbe war in den Tieren mit PEDF-Intervention doppelt so hoch wie nach
EGF-Behandlung. Zudem zeigte die PEDF-Gruppe (allerdings nicht signifikant) im
Vergleich der GFAP-Dichte und Leuchtintensität die höchsten Mittelwerte aller Grup-
pen (Abb. 4.6).
Die beobachtete vermehrte Aktivierung von Astrozyten kann somit als Ausdruck
verstärkter glialer Narbenbildung interpretiert werden, was eine verbesserte räumli-
che Eindämmung der lokalen Entzündungsreaktion zur Folge hätte (Sofroniew 2009,
Kawano et al. 2012) und zudem die Regeneration von Axonen fördert (Anderson
et al. 2016). Einschränkend ist zu den Daten der Semiquantifizierung zu bemerken,
dass durch den notwendigen Ausschluss von 4 Tieren (siehe Abschnitt 3.3.5), die zur
Gruppe der PEDF-Intervention gehörten, ggf. weitere statistisch signifikante Ergeb-
nisse verhindert wurden.
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit beinhalten neue Erkenntnisse im Bezug auf
den Einsatz der potentiell neuroprotektiven Faktoren PEDF und EGF. Diese können
für folgende Studien von Nutzen sein, die selbst eine langfristige Stabilisierung der
NVU durch neuroprotektive Interventionen nach fokaler zerebraler Ischämie untersu-
chen.
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Der ischämische Schlaganfall gehört wegen seiner Folgen wie beisielsweise persistie-
renden Lähmungen und Sprachstörungen bis hin zum Versterben des Patienten an-
gesichts der hohen Inzidenz zu den derzeit sozioökonomisch bedeutsamsten Krank-
heitsbildern (Ward et al. 2005, Kolominsky-Rabas et al. 2006). Die Möglichkeiten der
Akutbehandlung sind trotz intensiver Forschungsbemühungen während der letzten
Jahrzehnte nicht zufriedenstellend, da hierfür nur ein vergleichsweise geringer Anteil
der Patienten in Frage kommt. Der Einsatz von neuroprotektiven Substanzen stellt
eine vielversprechende Option dar, auch wenn bisher kein Neuroprotektivum den re-
gelhaften klinischen Einsatz erreicht hat.
Die vorliegende tierexperimentelle Arbeit an Ratten analysierte den Einfluss der bei-
den intravenös applizierten Faktoren pigment epithelium-derived factor (PEDF) und
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epidermal growth factor (EGF) auf die Bestandteile der Blut-Hirn-Schranke (BHS)
bei zerebraler Ischämie. Diese Arbeit basiert ganz wesentlich auf der Studie von Pil-
lai et al. (2013), in der intravenös appliziertes PEDF im Schlaganfall-Tiermodell zum
Einsatz kam: Beide Faktoren verkleinerten nach einstündigem filamentären Verschluss
der Arteria cerebri media und anschließender Reperfusion die mittels Magnetreso-
nanztomographie (MRT) bestimmte ischämische Läsionsgröße. Darüber hinaus führ-
ten sie im geschädigten Gebiet - verglichen mit der Kontrollgruppe - zu einer ver-
ringerten Ödembildung. Dabei erzielte die Intervention durch PEDF stärkere Eﬀekte
gegenüber der Behandlung mit EGF, im Besonderen wurde in der PEDF-Gruppe
die weitere Zunahme des Ödems im Infarktareal und dem unmittelbar angrenzendem
Gewebe nach 48 Stunden verringert. Beiträge zur Aufklärung hierfür verantwortli-
cher molekularer Mechanismen durch histochemische Untersuchungen des Hirngewe-
bes waren Ziel der vorliegenden Arbeit.
Hierzu wurde den Tieren das Hirngewebe an Tag 7 nach induziertem Infarkt entnom-
men und für die immunhistochemische Analyse aufgearbeitet. Mit einem Gefrier-
schnittmikrotom wurden 30 µm dicke Frontalschnitte der Paraformaldehyd-fixierten
Vorderhirnblöcke von 26 Tieren angefertigt. Als Regions of Interest (ROI) innerhalb
der Schnitte wurden die striatale Ischämiezone (Infarktkern), eine ipsilateral striatal
gelegene, weniger Ischämie-betroﬀene Zone (Grenzzone), das kontralaterale Striatum
(Kontrolle) sowie ein ischämisches Kortexareal festgelegt.
Qualitative Analysen umfassten neben wichtigen zellulären Komponenten der BHS,
den Astrozyten und Endothelzellen, auch Mikroglia/Makrophagen sowie das azellu-
läre Basalmembranprotein Kollagen IV. Alle Versuchsgruppen zeigten eine deutliche
Hochregulierung von Kollagen IV im zentralen Infarktgebiet, verglichen mit der kon-
tralateralen Hirnregion. Andere Arbeiten hatten diese Überexpression von Kollagen
IV zu früheren Zeitpunkten nach Schlaganfall bereits beschrieben (Beaten und Akas-
soglou 2011, Ji und Tsirka 2012, Summers et al. 2013); neu ist die Persistenz der
Hochregulierung bis mindestens Tag 7 nach fokaler zerebraler Ischämie. Im gleichen
Ischämie-beeinflussten Gebiet konnten morphologische Zeichen eines veränderten Ak-
tivitätszustandes von Mikroglia/Makrophagen festgestellt werden. In den Regionen,
die nicht direkt von der Ischämie betroﬀen waren (z.B. dem kontralateralen Striatum),
stellten sich ramifizierte Mikrogliazellen in mäßiger Dichte dar. Im Gegensatz dazu
akkumulierten amöboide Mikroglia/Makrophagen im Infarktareal. In der Übergangs-
zone zwischen geschädigtem Gewebe und nicht direkt Ischämie-betroﬀenen Regionen
zeigte sich in allen Tieren die Ausprägung einer Astroglianarbe, bestehend aus einer
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dichten Formation von stark GFAP-markierten Astrozyten.
Bei der semiquantitativen Gegenüberstellung der einzelnen Untersuchungsgruppen
wiesen die mit PEDF behandelten Ratten in Relation zur Kontrollgruppe eine um den
Faktor 3 geringere Hochregulierung von Kollagen IV im Infarktgebiet auf. Im Areal
der Infarktpenumbra war die Intensität des GFAP-Immunsignals der PEDF-Gruppe
im Vergleich zur EGF-Gruppe verdoppelt. Darüber hinaus schienen die Faktoren kei-
nen Einfluss auf die Akkumulation/Morphologie von Mikroglia/Makrophagen im In-
farktgebiet zu haben. Hervorzuheben ist die in PEDF-behandelten Ratten gegenüber
EGF-behandelten Tieren und Kontrolltieren verringerte Kollagen IV-Hochregulierung
im Infarktgebiet und die verstärkte Bildung einer GFAP-immunopositiven Astroglia-
narbe in der ischämischen Grenzzone. Beide Befunde eignen sich zur Erklärung der
durch Pillai et al. (2013) erzielten Ergebnisse. Hinweise für den molekularen Mecha-
nismus, der der Verringerung der BHS-Permeabilität zugrunde liegt, finden sich in
vorausgegangenen Studien, die einen antiangiogenetischen Eﬀekt von PEDF über ei-
ne Abschwächung des VEGF-Pathways beschrieben haben (Dawson 1999, Liu et al.
2004, Zhang et al. 2006). Die Wirkung von intravenös appliziertem PEDF als neuro-
protektive Therapieoption des Hirninfaktes benötigt weitere Untersuchungen um die
in beiden Arbeiten festgestellten Eﬀekte zu bestätigen. Hierbei erscheint ein Tiermo-
dell sinnvoll, das – analog zur klinischen Situation – rekanalisierende Therapien wie
die Thrombolyse oder mechanische Rekanalisation berücksichtigt.
Zusätzliche Mehrfachmarkierungen ermöglichten neue qualitative Aussagen zur ze-
rebralen Ischämie im Rattenmodell, die Ansatzpunkte für weitere Untersuchungen
bieten. Die nähere Charakterisierung von Gefäßveränderungen nach fokaler zerebra-
ler Ischämie gelang durch eine Dreifachmarkierung von STL, Kollagen IV und Fi-
bronektin. Hier zeigte sich neben der bereits oben beschriebenen Hochregulation von
Kollagen IV auch eine verstärkte Expression von Fibronektin im Bereich des In-
farktkerns, kolokalisiert mit STL-markierten Mikroglia/Makrophagen. Das Areal mit
deutlicher Fibronektinmarkierung war flächenmäßig erheblich größer als der Kollagen
IV-immunpositive Bereich. Die Analyse der Basalmembranbestandteile kann neue
Erkenntnisse zum Mechanismus der ischämischen Schädigung der BHS bei fokaler
zerebraler Ischämie im Tiermodell liefern und bietet sich möglicherweise als Indikator
für das Schädigungsausmaß an.
Darüber hinaus waren im stark Kollagen IV-markierten ischämischen Kernbereich
AQP4-immunpositive Astrozytenfortsätzen fast vollständig eliminiert. Mit größerer
Entfernung vom ischämischen Kern nahm in der Grenzzone die Aquaporin 4-Dichte
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zu, während die Kollagen IV-Immunmarkierung schwächer wurde. Dieser Befund deu-
tet auf eine Regulation der Kollagen IV-Expression durch einen intakten Endothelzell-
Astrozytenendfuß-Kontakt hin, der in der Ischämiezone aufgehoben scheint. Ein Ver-
lust der Astrozytenendfuß-Endothelzell-Kontakten im Schlaganfall-Tiermodell wurde
in einer vorangegangenen Arbeit beschrieben (Ito et al. 2011). Zudem fanden Kwon
et al. (2009) eine positive Korrelation zwischen der Anzahl von intakten Astrozyten-
Basalmembran-Kontakten zur Dicke der BM im striatalen Kapillargebiet von Ratten.
Darüber hinaus konnten Yang und Rosenberg (2011) zeigen, dass in der frühen Phase
der zytotoxischen Ödemformation nach Schlaganfall Tiere mit Deletion von AQP4
eine verringerte Ödembildung aufwiesen, wogegen in einer späteren Phase, in der
das vasogene Ödem dominiert, AQP4 als passives Wasserkanalprotein die Beseiti-
gung des Ödems beschleunigte (Zador et al. 2007). Die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit legen die pathophysiologische Bedeutung AQP4-positiver Astrozytenfortsätze
und ihrer Gefäßkontakte speziell im Periinfarktgebiet nahe, sodass diese Strukturen
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